$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

Nanoencapsulamento de dleo de chia e zeaxantina utilizando mucilagens como

material estruturante: desenvolvimento, caracterizacao e aplicacéo

CAMILA DE CAMPO

PORTO ALEGRE
2018



CAMILA DE CAMPO

Nanoencapsulamento de 6leo de chia e zeaxantina utilizando mucilagens como

material estruturante: desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacéo

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, como um dos requisitos para a
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dra. Simone Hickmann Flores
Co-orientador: Prof. Dr. Alessandro de Oliveira Rios

PORTO ALEGRE
2018



CIP - Catalogagao na Publicagao

de Campo, Camila

Nanoencapsulamento de 6leo de chia e zeaxantina
utilizando mucilagens como material estruturante:
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo / Camila
de Campo. -- 2018.

179 f.

Orientador: Simone Hickmann Fldéres.

Coorientador: Alessandro de Oliveira Rios.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Porto Alegre, BR-RS, 2018.

1. mucilagem de chia. 2. mucilagem de cacto. 3.
estabilidade. 4. aplicacdo de nanoparticulas. 5.
iogurte. I. Hickmann Fléres, Simone, orient. II. de
Oliveira Rios, Alessandro, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Autora: Camila de Campo

Titulo da Tese: Nanoencapsulamento de 6leo de chia e zeaxantina utilizando mucilagens
como material estruturante: desenvolvimento, caracterizacéo e aplicagéo

Submetida como parte dos requisitos para a obtencdo do grau de
DOUTOR EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Aprovadaem: ... ... .........

Pela Banca Examinadora:

Profé, Dr2. Simone Hickmann Fléres
Orientadora

Docente do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos
PPGCTA/UFRGS.

Prof. Dr. Alessandro de Oliveira Rios
Co-orientador

Docente do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos
PPGCTA/UFRGS.

Banca: Prof. Dr. Plinho Francisco Hertz
Doutor em Ciéncia de Alimentos
PPGCTA/UFRGS.

Banca: Prof2. Dr2. Jordana Corralo Spada
Doutora em Engenharia Quimica
DEQUI/UFRGS

Banca: Profé. Dr2. Médelin M. da Silva
Doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
UFPEL

Homologada em: ....../ .../ ..........

Por:

Prof. Dr. Eliseu Rodrigues
Coordenador do Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

PPGCTA/UFRGS.

Prof. Dra. Simone Hickmann Fléres
Diretora do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco ao universo e a Deus pela oportunidade que tive, por ter tido
salde, coragem e resiliéncia, que foram essenciais para concretizar essa etapa.

A minha amada familia que sempre me incentivou a lutar pelos meus sonhos e sempre me
apoiou com muito amor. Ndo posso deixar de agradecer especialmente aos meus pais € a
Rejane, que sempre fizeram tanto por mim e me ensinaram que €é preciso batalhar, ser
persistente e enfrentar os nossos medos. Essa conquista é nossa! Eu amo vocés!

Agradeco imensamente @ minha orientadora Simone pela oportunidade, por ter confiado a
mim esse desafio que me fez crescer e superar meus limites. Obrigada por sempre ter acreditado
em mim, me mostrando que eu seria capaz e no final iria dar tudo certo, e deu! Obrigada por
ter sempre dedicado um tempo ao meu trabalho, pela disponibilidade sempre que precisei e por
ter dado o suporte necessario quando surgiram as duvidas e dificuldades.

Agradeco ao meu co-orientador, professor Alessandro, pelo auxilio e sugestdes durante a
execucdo da minha pesquisa e por sempre ter tido “5 minutinhos” para tirar alguma davida.

Ao Diego pelo apoio, amor e compreensdo. Obrigada por ter compreendido minha
auséncia, os longos finais de semana de estudo e por sempre ter me incentivado e continuar me
incentivando tanto!

As minhas amigas Leticia e Vitoria. Ah amigas, vocés ndo sabem como so importantes
para mim! Obrigada pelo apoio, por me escutarem, me acalmarem, mesmo que distante. A
amizade de vocés foi essencial para me dar forca e coragem para realizagdo desta etapa. Essa
conquista merece ser compartilhada e comemorada com vocés!

Agradeco a Dali e ao Jaci, por terem sido minha familia em Porto Alegre, meus
companheiros de vida, que dividiram comigo a casa, 0s momentos felizes, as angustias e 0s
momentos dificeis. Obrigada por sempre terem me ouvido, me apoiado e vibrado comigo a cada
conquista. Com certeza teria sido muito mais dificil sem vocés! Nem tenho palavras para
agradecer por tudo!

Aos colegas do Laboratério de Compostos Bioativos (Lab 211) por tudo que
compartilhamos. Obrigada pelas risadas, momentos de descontracdo, de desabafo e pela ajuda
nos momentos dificeis.

Agradeco especialmente aos meus amigos queridos: Renato, Tainara e Vanessa. Obrigada
pela amizade, pelo apoio, por compartilharem comigo as conquistas e ouvirem 0S meus

desabafos. Do 211 para a vidal



As minhas amadas amigas, que vem comigo desde o mestrado: Anne, Médelin e Priscilla.
Agradeco imensamente a amizade, o carinho, a torcida, e por estarem sempre presentes, mesmo
que distante. Faco um agradecimento especial a Pri, pela ajuda nos experimentos e escrita dos
artigos, tenho certeza que sem teu apoio eu ndo teria chego até aqui! Obrigada por ter me
acalmado, por ter se disponibilizado mesmo em finais de semana e feriados. Obrigada pela
paciéncia, amizade e por ter compartilhado tanto comigo! Tudo que sei hoje devo muito a ti!

A Fernanda por ter me ajudado tanto com as analises e por ndo ter medido esforcos sempre
que precisei! Obrigada pelas caronas, pelas risadas e pela amizade.

Aos meus queridos bolsistas de iniciacdo cientifica, Matheus, Laura e Carol. Obrigada pelo
empenho e ajuda nos experimentos.

Agradeco a todos os professores e funcionarios do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos por sempre terem sido tdo queridos e receptivos comigo.

A professora Tania, pela ajuda nas analises e pela disponibilidade em ajudar sempre.

A Karina por compartilhar comigo seus conhecimentos. Obrigada pelo empenho e
contribuicdes para o meu trabalho e por sempre ter me recebido e se disponibilizado a sanar
minhas davidas.

A CAPES (Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pela bolsa de
estudos.

A banca examinadora pela disponibilidade e contribuicdes para este trabalho.

A todos aqueles que de uma forma ou outra contribuiram para que eu chegasse até aqui.

Muito obrigadal!



“Vocé ganha for¢a, coragem e confianga através de cada experiéncia em que VOCé realmente
para e encara o medo de frente”

Eleanor Roosevelt



RESUMO

O interesse em acidos graxos poli-insaturados e compostos bioativos tem aumentado nos
ultimos anos, por contribuirem na diminuicdo do risco de desenvolver doencas, tais como
cancer e doengcas cardiovasculares. Entre os 6leos que contem &cidos graxos poli-insaturados,
0 Oleo de chia se destaca por possuir alto teor de 6mega 3. Entre os carotenoides, a zeaxantina
representa potencial para ser aplicada em alimentos por atuar na diminuicdo do risco de
desenvolver doencas oculares. No entanto, tais compostos sdo instaveis na presenca de luz,
calor e oxigénio e insollveis ou pouco sollveis em agua, o que limita sua aplicacdo em
alimentos. Diante disso, 0 nanoencapsulamento representa uma alternativa promissora para
aumentar a estabilidade e permitir a disperséo desses compostos em alimentos ricos em agua.
No intuito de oferecer produtos mais naturais aos consumidores, 0s materiais sintéticos
utilizados no encapsulamento tém sido substituidos por polimeros naturais, como as
mucilagens. Nesse contexto, no primeiro estudo, nanoparticulas de 6leo de chia (CSO-NP)
foram desenvolvidas com mucilagem de chia como material estruturante. Em um segundo
estudo, desenvolveu-se nanoparticulas de zeaxantina (Zea-NP) utilizando mucilagem do
cladddio de cacto (Opuntia monacantha) como material estruturante. Na terceira parte da
pesquisa, no intuito de avaliar a influéncia da adicdo de nanoparticulas em uma matriz
alimenticia rica em agua e verificar sua estabilidade quando incorporadas em um alimento, além
de enriquecer um produto com zeaxantina e aumentar seu valor agregado, as nanoparticulas de
zeaxantina (Zea-NP) foram incorporadas em iogurte, por ser um alimento amplamente
consumido e por possuir alta quantidade de agua. Inicialmente, ambas as nanoparticulas
desenvolvidas foram caracterizadas em relagcdo ao tamanho da particula, potencial zeta, valor
de span, eficiéncia de encapsulacdo, morfologia, pH, viscosidade, propriedades térmicas e
espectroscopia no infravermelho (FT-IR). A capacidade de carga das CSO-NP e cor das Zea-
NP também foram avaliadas. As CSO-NP e uma emulsao desenvolvida, a fim de comparacdes,
tiveram sua estabilidade avaliada durante 28 dias de armazenamento em condic6es aceleradas
(40°C), sem a presenca de luz. A estabilidade das Zea-NP e de uma nanoemulsdo de zeaxantina
(Zea-NE) também foi avaliada em diferentes temperaturas (4, 25 e 40 °C), durante 28 dias, na
auséncia de luz. Para avaliar a aplicacdo das Zea-NP em uma matriz alimenticia, trés
formulacdes de iogurte foram desenvolvidas: controle (CY), com adi¢do de nanoparticulas (Y-
NP) e com adicdo de nanoemulsdo (Y-NE). Os iogurtes foram armazenados durante 28 dias a
4 °C em potes plasticos fechados e suas caracteristicas fisico-quimicas e a retencdo de
zeaxantina em Y-NP e Y-NE foram avaliadas semanalmente. As carateristicas sensoriais e
morfologia do CY, Y-NP e Y-NE foram avaliadas logo ap6s o preparo. Também foi realizada
a analise de digestdo in vitro, a fim de avaliar a bioacessibilidade da zeaxantinaem Y-NP e Y-
NE. Os resultados do primeiro estudo demonstraram que as CSO-NP apresentaram formato
esférico, didmetro médio de 205 + 4,24 nm, potencial zeta de - 11,58 + 1,87 mV e valor de span
de 1,76 £ 0,09, o que indicou uma distribuicdo de particula homogénea. Além disso, as CSO-
NP apresentaram alta eficiéncia de encapsulagéo (82,8%) e capacidade de carga de 35,38%. Ao
longo do armazenamento ndo foram verificadas mudangas significativas no valor de span e
potencial zeta e apesar de ter ocorrido aumento significativo no diametro da particula ao final
do periodo e de terem sido observadas mudangas no pH, as CSO-NP apresentaram maior
estabilidade que a emulséo ao longo do armazenamento em condigdes aceleradas. Conforme os
resultados do segundo estudo, as Zea-NP apresentaram formato esférico, diametro médio de
184 + 3,54 nm, potencial zeta de -14,8 + 0,42 mV, valor de span de 1,18 + 0,06 e eficiéncia de
encapsulagdo de 96,57%. Durante o armazenamento em diferentes temperaturas, as Zea-NP ndo
apresentaram alterac@es significativas no valor de span, pH e cor. Em relacdo ao diametro da
particula, foi observado um aumento nas amostras armazenadas nas temperaturas de 25 e 40 °C
apos o primeiro dia de armazenamento, que permaneceu constante até o fim do periodo. Apesar



dessas mudancas, as Zea-NP apresentaram estabilidade satisfatoria, ao considerar que ao final
do armazenamento a 25 e a 40 °C, apresentaram 39,66% e 31,30% de retengéo de zeaxantina,
respectivamente, enquanto que para as Zea-NE, a retencdo do carotenoide foi de 20,64% e
0,73% nas mesmas temperaturas. Quando as Zea-NP foram armazenadas a 4 °C, verificou-se
que houve uma maior retencédo de zeaxantina (56,29%). De acordo com os resultados do terceiro
estudo, ao final do periodo de armazenamento, o Y-NP apresentou maior pH e menor acidez
do que o CY, além de maior intensidade de cor b*, devido a presenca do carotenoide. Apesar
do Y-NP ter demonstrado menor viscosidade e maior sinérese do que o CY, essas alteracGes
ndo foram perceptiveis na analise sensorial. Além disso, ao final do armazenamento a retencéo
de zeaxantina foi de 22,31% no Y-NP e 16,84% no Y-NE. Quanto a digest&o in vitro, 0 Y-NP
apresentou menor concentracdo de zeaxantina nas micelas do que o Y-NE e consequentemente
menor bioacessibilidade, o que pode sugerir que as Zea-NP forneceram uma liberacéo
controlada do carotenoide. Os resultados deste trabalho evidenciaram que foi possivel obter
nanoparticulas com caracteristicas adequadas e com alta estabilidade, através do uso da
mucilagem de chia e da mucilagem de cacto como material estruturante, o que viabiliza o uso
dessas mucilagens em substituicdo a polimeros sintéticos no nanoencapsulamento. Devido as
caracteristicas satisfatorias, ambas as nanoparticulas obtidas demonstraram potencial para
serem aplicadas em alimentos. Além disso, quando incorporadas em iogurte, apesar de as
nanoparticulas de zeaxantina terem apresentado menor bioacessibilidade, ainda apresentaram
vantagem em relacdo a nanoemulsdo, devido a sua capacidade de protecdo ao composto
encapsulado, o que conferiu maior estabilidade ao carotenoide. Tais resultados indicam que as
nanoparticulas possuem potencial de utilizacdo em processos industriais e tecnoldgicos.

Palavras-chave: mucilagem de chia; mucilagem de cacto; estabilidade; aplicacdo de
nanoparticulas; iogurte; digestdo in vitro.



ABSTRACT

The interest in polyunsaturated fatty acids and bioactive compounds has increased in the last
years, due to its contribution in reducing the risk of developing diseases, such as cancer and
cardiovascular diseases. Among oils which contain polyunsaturated fatty acids, chia oil stands
out due to its high omega 3 content. Among the carotenoids, zeaxanthin represents potential to
be applied in foods due to its capacity in reducing the risk of developing eye diseases. However,
such compounds are unstable in the presence of light, heat and oxygen and insoluble or poorly
soluble in water, which limits its application in food. In this view, nanoencapsulation represents
a promising alternative to increase stability and allow dispersion of these compounds in water-
rich foods. In order to offer more natural products to consumers, the synthetic materials used in
encapsulation have been replaced by natural ones, such as mucilages. In this context, in the first
study, chia oil nanoparticles (CSO-NP) were developed with chia mucilage as structuring
material. In a second study, zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP) were developed using cactus
cladode mucilage (Opuntia monacantha) as structuring material. In the third part of the
research, in order to evaluate the influence of nanoparticles addition in a water-rich food matrix
and to verify its stability when incorporated into a food, besides enriching a product with
zeaxanthin and add value, zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP) were incorporated into yogurt,
due to its ample comsuption and high water amount. Initially, both developed nanoparticles
were characterized in terms of particle size, zeta potential, span value, encapsulation efficiency,
morphology, pH, viscosity, thermal properties and infrared (FT-IR) spectroscopy. The loading
capacity of CSO-NP and Zea-NP color were also evaluated. CSO-NP and an emulsion
developed for comparative purposes, had their stability evaluated for 28 days of storage under
accelerated conditions (40 °C), without light presence. The stability of Zea-NP and a zeaxanthin
nanoemulsion (Zea-NE) was also evaluated at different temperatures (4, 25 and 40 °C) for 28
days in the absence of light. To evaluate the Zea-NP application in a food matrix, three yogurt
formulations were developed: control (CY), with nanoparticles addition (Y-NP) and with
nanoemulsion addition (Y-NE). Yogurts were stored for 28 days at 4 °C in closed plastic pots
and their physicochemical characteristics and zeaxanthin retention in Y-NP and Y-NE were
evaluated weekly. The sensory characteristics and morphology of CY, Y-NP and Y-NE were
evaluated after preparation. In vitro digestion analysis was also performed to evaluate the
zeaxanthin bioaccessibility in Y-NP and Y-NE. The results of the first study showed that CSO-
NP presented spherical shape, mean diameter of 205 + 4.24 nm, zeta potential of
-11.58 + 1.87 mV and span value of 1.76 + 0.09, which indicated a homogeneous particle
distribution. In addition, CSO-NP presented high encapsulation efficiency (82.8 %) and load
capacity of 35.38 %. No significant changes in span and zeta potential values were observed
during storage, and although there was a significant increase in particle size at the end of the
period and changes in pH, CSO-NP presented higher stability than emulsion during storage at
accelerated conditions. According to the results of the second study, the Zea-NP presented
spherical shape, mean diameter of 184 + 3.54 nm, zeta potential of - 14.8 = 0.42 mV, span value
of 1.18 + 0.06 and encapsulation efficiency of 96.57 %. During storage at different
temperatures, Zea-NP did not show significant changes in the span value, pH and color.
Regarding the particle size, an increase in samples stored at temperatures of 25 and 40 °C was
observed after the first day of storage, which remained constant until the end of the period.
Despite these changes, Zea-NP presented satisfactory stability, considering that at the end of
the storage at 25 and 40 °C, presented 39.66 % and 31.30 % of zeaxanthin retention,
respectively, whereas for Zea-NE, carotenoid retention was 20.64 % and 0.73 % at the same
temperatures. When stored at 4 °C, Zea-NP presented higher zeaxanthin retention (56.29 %).



According to the results of the third study, at the end of the storage period, Y-NP presented
higher pH and lower acidity than CY and higher intensity in color b* due to the presence of the
carotenoid. Although Y-NP showed lower viscosity and higher syneresis than CY, these
changes were not perceived in sensory analysis. In addition, at the end of storage, zeaxanthin
retention was 22.31 % in Y-NP and 16.84 % in Y-NE. Regarding in vitro digestion, Y-NP
presented lower zeaxanthin concentration in micelles than Y-NE, and consequently lower
bioaccessibility, which may suggest that Zea-NP provided a controlled release of the
carotenoid. The results of this work showed that it was possible to obtain nanoparticles with
adequate characteristics and high stability using chia and cactus mucilage as structuring
materials, which allows the use of these mucilages in substitution to synthetic polymers in
nanoencapsulation. Due to the satisfactory characteristics, both obtained nanoparticles showed
potential to be applied in food. In addition, when incorporated into yogurt, although the
zeaxanthin nanoparticles showed less bioaccessibility, they still had advantage over
nanoemulsion, due to its capacity to protect the encapsulated compound, which conferred
greater stability to the carotenoid. These results indicate that nanoparticles have potential to be
used in industrial and technological processes.

Key-words: chia mucilage; cactus mucilage; stability; nanoparticles application; yogurt; in
vitro digestion.
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Diagrama conceitual

Por que?

Devido a preocupacéo com a saude e com a seguranca alimentar, a busca por produtos
naturais que possam servir como fonte de antioxidantes tem aumentado significativamente,
ao considerar os beneficios que tais compostos podem trazer a saude humana. No entanto,
devido a instabilidade e suscetibilidade a oxidacdo desses compostos frente a altas
temperaturas, oxigénio e luz, novas tecnologias sao necessarias para aumentar sua vida Util
e garantir sua funcionalidade. Frente a isso, o nanoencapsulamento representa uma
alternativa promissora para disponibilizar ao consumidor compostos naturais mais estaveis.

Tendo em vista as perspectivas de consumo de produtos naturais e no intuito de
oferecer alimentos livres de ingredientes sintéticos aos consumidores, o uso de polimeros
naturais como material de parede no nanoencapsulamento tém sido relatado. Diante disso, a
exploracdo e a viabilidade de utilizacdo de novos materiais de parede naturais devem ser
investigadas. Nesse contexto, as mucilagens de chia e do cladédio de cacto da espécie
Opuntia monacantha sdo polissacarideos naturais ainda ndo explorados nessa area, com
caracteristicas promissoras para uso como material estruturante no nanoencapsulamento.
Estes polissacarideos apresentam vantagens em relacdo aos polimeros sintéticos, por terem
menor custo, ndo serem toxicos e serem de facil obtencdo e extracdo, além de contribuirem
para a sustentabilidade ambiental, por serem de origem vegetal. O uso de mucilagens no
nanoencapsulamento pode ainda garantir uma maior gama de aplicacdo dos compostos
encapsulados em alimentos, como em produtos direcionados para o publico vegano e
vegetariano. Além disso, através da aplicacdo de compostos nanoencapsulados com
materiais de parede naturais em alimentos, é possivel oferecer ao consumidor um produto
mais seguro.

A aplicagdo de compostos nanoencapsulados em alimentos representa uma alternativa
promissora para 0 aumento de sua estabilidade na matriz alimenticia, o que garante uma
maior funcionalidade, além do aumento de sua vida de prateleira. Sendo assim, é necessario
0 estudo acerca da influéncia da adicao de nanoparticulas nas caracteristicas dos alimentos,
além da avaliacdo da bioacessibilidade do composto nanoencapsulado ap6s a digestdo in
vitro.

Hipdteses da pesquisa:

-Mucilagens podem ser utilizadas para substituir polimeros sintéticos no
nanoencapsulamento;

- E possivel nanoencapsular 6leo de chia com mucilagem de chia como material estruturante.
- E possivel nanoencapsular zeaxantina com mucilagem do cladodio de cacto (Opuntia
monacantha) como material estruturante;

- Através do nanoencapsulamento é possivel aumentar a estabilidade do 6leo de chia e do
carotenoide zeaxantina;

- Nanoparticulas de zeaxantina podem ser aplicadas em iogurte e contribuir para o aumento
da estabilidade do carotenoide no produto ao longo do armazenamento.
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Metodologia experimental:

- Extracdo e caracterizacdo da mucilagem de chia.

- Nanoencapsulamento de 6leo de chia com mucilagem de chia como material estruturante.

- Caracterizacéo e avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas de 6leo de chia.

- Nanoencapsulamento de zeaxantina com mucilagem do cladddio de cacto (Opuntia
monacantha) como material estruturante;

- Caracterizacéo e avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas de zeaxantina;

- Aplicacéo das nanoparticulas de zeaxantina em iogurte;

- Caracterizagdo fisico-quimica e analise sensorial do iogurte com adi¢do de nanoparticulas
de zeaxantina;

- Avaliacéo da bioacessibilidade da zeaxantina no iogurte, apés a digestao in vitro.

Resposta:

E possivel utilizar polimeros naturais, tais como mucilagem de chia e mucilagem do
cladddio de cacto (Opuntia monacantha) no nanoencapsulamento de Oleo de chia e
zeaxantina, respectivamente, a fim de substituir polimeros sintéticos;

O nanoencapsulamento foi efetivo no aumento da estabilidade do 6leo de chia e do
carotenoide zeaxantina, o que indica o potencial de uso das mucilagens estudadas como
material estruturante;

As nanoparticulas de zeaxantina podem ser aplicadas em iogurte e manter sua capacidade
de proteger o carotenoide contra degradacdo durante o armazenamento do produto;

Os iogurtes adicionados de nanoparticulas apresentaram menor bioacessibilidade de
zeaxantina do que os iogurtes adicionados de nanoemulsdo, o que sugere que, devido a
presenca do material estruturante, pode ter ocorrido liberacdo controlada do carotenoide.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a preocupagdo com a salide humana e a busca por uma alimentacdo mais
saudavel tem aumentado. Além disso, evidéncias sobre a diminuicdo do risco de desenvolver
doencas através do consumo de alimentos ricos em antioxidantes tém sido relatadas. Frente a
isso, compostos bioativos como polifendis, vitaminas, minerais, acidos graxos poli-insaturados,
e carotenoides tém sido estudados para potenciais aplicagdes em produtos farmacéuticos,
nutracéuticos e alimentos funcionais.

Os &cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) como o dmega-3 e 6mega-6 possuem uma
ampla aplicacdo em produtos farmacéuticos e alimenticios. Além disso, sdo acidos graxos com
grande interesse industrial e comercial, devido aos seus potencias efeitos benéficos,
relacionados a manutencdo da salide mental e reducdo do risco de doencas inflamatorias,
cardiovasculares, hipertensdo, diabetes e cancer. Os 6leos vegetais estdo entre as principais
fontes de &cidos graxos. Entre eles, se destaca, o 6leo de semente de chia (Salvia Hispanica L.)
que é uma fonte rica em PUFAs, visto que 85% dos acidos graxos que o compde sdo poli-
insaturados, incluindo o dmega-3 e 6mega-6. Além disso, o 6leo de chia é a fonte vegetal com
maior contetdo de 6mega-3 (em torno de 60%) (AYERZA E COATES, 2011; SEGURA-
CAMPOS et al., 2014), portanto, constitui uma fonte importante deste acido graxo para
aplicagdo em alimentos.

Além do interesse nos PUFAs, compostos bioativos como os carotenoides também tém
sido alvo de estudo para incorporacdo em alimentos, visto que, o consumo de alimentos ricos
nesses compostos, como frutas e vegetais, tem sido associado a diminuicdo do risco de
desenvolver doencas cronicas e degenerativas, como cancer e doencas cardiovasculares (VAN
DUYN E PIVONKA, 2000). Dentre os carotenoides existentes, a zeaxantina ainda é pouco
estudada, entretanto, possui uma grande importancia por ser responsavel pela diminuicédo de
problemas relacionados a visdo, como a degeneracdo macular. Entre as fontes ricas em
zeaxantina, o Goji berry se destaca por possuir maior quantidade do carotenoide em relacéo a
outras fontes conhecidas como o milho, pimenta e o ovo (SAJILATA et al., 2008).

Os Oleos vegetais como o 6leo de chia, e os carotenoides como a zeaxantina, sdo
compostos com caracteristicas funcionais com potencial de aplicacdo industrial para melhoria
nutricional de alimentos. Porém, estes compostos sao suscetiveis a degradacdo quando expostos
ao calor, luz e oxigénio. Além disso, por serem lipossollveis, seu uso em alimentos com alto
teor de &gua ¢ limitado, o que torna necessario a exploracéo de novas tecnologias que aumentem

a estabilidade e dispersdo de tais compostos. A maior conscientizagdo sobre os beneficios para
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a saude associado ao consumo de alimentos contendo acidos graxos poli-insaturados e
carotenoides, tem despertado o interesse em encontrar tecnologias que sejam capazes de
aumentar sua estabilidade frente a condicdes adversas e ao processamento de alimentos, além
de permitir a sua incorporacdo em matrizes alimenticias com maior contetdo de agua. Nesse
contexto, a nanotecnologia vem sendo explorada por ser capaz de proporcionar maior
estabilidade, permitir a dissolucdo de compostos hidrofébicos em matrizes hidrofilicas, além
de proporcionar uma liberacdo controlada ao longo do tempo (LOBATO et al., 2013; DOS
SANTOS et al., 2015).

No processo de nanoencapsulamento, biopolimeros sintéticos ou naturais podem ser
utilizados como material de parede a fim de proteger os compostos encapsulados. Os
biopolimeros naturais possuem vantagens em relacdo aos sintéticos por serem biocompativeis,
ndo toxicos, de baixo custo e poderem ser facilmente modificados para obtencdo das
caracteristicas desejadas (DEOGADE et al., 2012).

Polissacarideos extraidos de plantas e sementes constituem fontes naturais de biopolimeros
ainda ndo explorados como material de parede no nanoencapsulamento. As mucilagens sdo
polissacarideos naturalmente abundantes em certas sementes e cactos e representam uma fonte
promissora para substituicdo de polimeros sintéticos no nanoencapsulamento. A semente de
chia (Salvia hispanica L.), quando colocada em contato com a agua, libera um polissacarideo
mucilaginoso que constitui cerca de 5 a 6 % da semente em peso seco (MUNOZ et al., 2012).
A mucilagem da semente de chia ja tem sido recentemente utilizada para estabilizar emulsdes
6leo em agua (CAPITANI et al., 2016) e como material de parede no microencapsulamento
(TIMILSENA et al., 2016). Por ser um polissacarideo facilmente extraivel, com propriedades
emulsificantes e estabilizantes, possuir alta viscosidade e capacidade de retencdo de agua
mesmo em baixas concentracdes, a mucilagem da chia constitui um polissacarideo promissor
para uso no nanoencapsulamento.

Outros polissacarideos naturais podem ser encontrados em diferentes espécies de cactos.
Os cactos do género Opuntia possuem hastes ou caules modificados conhecidos como
cladddios que sdo caracterizados por conter mucilagem, que constitui cerca de 14 % do cladddio
em peso seco (SAENZ, 2000; GINESTRA et al., 2009). A espécie de cacto Opuntia
monacantha (Willd.) Haw., popularmente conhecida como arumbeva, possui ampla
distribuicdo no Rio Grande do Sul e assim como as demais espécies de cacto apresenta cladddio
e frutos comestiveis (KINUPP, 2007); o que a torna uma potencial fonte para extracdo de

mucilagem. No entanto, o uso da mucilagem obtida a partir desta espécie de cacto ainda nao é
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explorado na literatura. Portanto, sdo necessarios estudos que avaliem o seu potencial de
aplicacdo tecnologica.

Nesse contexto, a utilizacdo da mucilagem da chia e da mucilagem obtida do cacto da
espécie Opuntia monacantha sdo fontes de polissacarideos ainda ndo explorados no
nanoencapsulamento, com potencial de uso para substituicdo de polimeros sintéticos. Além
disso, o nanoencapsulamento de 6leo de chia e de zeaxantina representa uma alternativa viavel
para aumentar a estabilidade e permitir a dispersdo desses compostos, 0 que possibilita o
aumento de sua vida util e sua aplicacdo em diferentes matrizes alimenticias. Desta maneira, a
viabilidade de utilizacdo dessas mucilagens como material estruturante deve ser avaliada.

A aplicacdo de compostos nanoencapsulados em alimentos pode auxiliar no aumento de
sua vida de prateleira, além de promover uma liberacdo controlada do composto durante a
digestdo. No entanto, estudos que abordem o efeito das nanoparticulas nas caracteristicas dos
alimentos, além de sua estabilidade quando aplicadas em uma matriz alimentar, ainda sdo
escassos na literatura. Além disso, o interesse em incorporar compostos bioativos mais estaveis
em alimentos é uma tendéncia crescente, devido a busca do consumidor por alimentos que
contenham compostos naturais e ao interesse em substituir ingredientes artificiais. Diante disto,
se faz necessario o estudo da influéncia da aplicacdo de nanoparticulas em alimentos, além da
avaliacdo da bioacessibilidade ap6s a digestao.

O iogurte € um dos alimentos lacteos mais consumidos no mundo inteiro com alto contetdo
de proteinas e vitaminas, porém pobre em compostos bioativos. Devido a isso, a indUstria tem
investido em novos ingredientes que agreguem valor ao produto a fim de aumentar os seus
efeitos benéficos a salde. Desta maneira a aplicacdo de compostos nanoencapsulados em
iogurte, como 0s carotenoides, se torna uma alternativa interessante para incorporar compostos
mais estaveis e com maior funcionalidade, adicionando propriedades funcionais ao produto.
Sendo assim, a adicdo de compostos bioativos nanoencapsulados em iogurtes é uma alternativa
promissora que deve ser explorada.

Esta tese esta estruturada em 8 capitulos, onde no capitulo 1 é apresentada a fundamentagéo
teorica utilizada no embasamento desta pesquisa, no capitulo 2 estd descrita a metodologia
utilizada para a realizagdo dos experimentos e nos capitulos 3, 4 e 5 estéo os artigos cientificos
resultantes deste trabalho. Os capitulos 6 e 7 englobam a discussédo e conclusdo geral dos

resultados obtidos. Por fim, no capitulo 8, encontram-se as perspectivas para trabalhos futuros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a estabilidade de nanoparticulas de 6leo de chia e de
zeaxantina com mucilagem de chia e mucilagem do cladodio de cacto (Opuntia monacantha)
como material estruturante, respectivamente, além de aplicar as nanoparticulas de zeaxantina

em iogurte.

2.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver e caracterizar nanoparticulas de 6leo de chia com mucilagem de chia como
material estruturante;

2. Desenvolver e caracterizar nanoparticulas de zeaxantina extraida do Goji berry, (Lycium
barbarum) com mucilagem do cladddio de cacto (Opuntia monacantha) como material
estruturante;

3. Auvaliar a estabilidade das nanoparticulas de 6leo de chia, através de teste de oxidacéao
em condicdes aceleradas;

4. Avaliar a estabilidade das nanoparticulas de zeaxantina, através da exposi¢do a
diferentes temperaturas;

5. Aplicar as nanoparticulas de zeaxantina em iogurte;

6. Analisar a influéncia da adicdo das nanoparticulas de zeaxantina nas propriedades
fisico-quimicas e sensoriais do iogurte e avaliar a estabilidade da zeaxantina no produto
durante armazenamento;

7. Auvaliar a bioacessibilidade da zeaxantina nos iogurtes apos a digestdo in vitro.
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CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA
3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos sdo substancias sintetizadas naturalmente por organismos vivos e
podem ser encontrados em alimentos na forma de polifendis, fitoesterdis, fitoestrogenos,
vitaminas, minerais, &cidos graxos, probidticos, prebioticos, entre outros (CHEN et al., 2006;
AZARI et al., 2010). Os compostos bioativos obtidos de fontes naturais estéo relacionados com
importantes atividades biologicas e seus efeitos benéficos em relagédo a saude estdo ligados as
suas propriedades antioxidantes, protecdo contra danos oxidativos a componentes celulares,
efeitos anti-inflamatorios e diminuigdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas ndo
transmissiveis (VOLP et al., 2009).

Os compostos bioativos variam extensamente em estrutura quimica e consequentemente,
na fungdo bioldgica. No entanto, apresentam algumas caracteristicas em comum: s&o
substancias organicas que ndo sdo sintetizadas pelo organismo humano e apresentam acao
protetora na saide humana. Além disso, estdo presentes em sua maioria em frutas e vegetais e
estdo relacionados com o sistema de defesa das plantas contra a radiacdo ultravioleta e agressdo
de insetos e patdgenos (LAJOLO E HORST, 2009).

Os compostos bioativos mais comumente encontrados em frutas e vegetais Sdo 0sS
compostos fendlicos, vitaminas C e E e carotenoides; 0s quais sdo conhecidos como potentes
antioxidantes (CHINNICI et al., 2004; LERFALL, 2016). Ja os 0leos e oleaginosas em geral
sdo considerados fontes de &cidos graxos poli-insaturados.

A incorporagdo de compostos bioativos em alimentos é uma maneira simples de
desenvolver novos alimentos funcionais, que sdo capazes de fornecer beneficios a saude
humana e diminuir o risco de contrair certas doencas (CHEN et al., 2006). Dentre 0s compostos
bioativos, os carotenoides e os acidos graxos poli-insaturados tém sido alvo de estudo devido
as suas propriedades funcionais.

3.1 Acidos graxos poli-insaturados

Os &cidos graxos sdo moléculas grandes que compreendem uma cadeia de hidrocarbonetos
ndo polares, com um grupo de acidos carboxilicos (COOH) em uma das extremidades e um
grupo metil (CHz) na outra extremidade. Os acidos graxos podem ser saturados,
monoinsaturados ou poli-insaturados conforme o nimero de ligagdes duplas presentes na cadeia
(TIMILSENA et al., 2017).
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Os acidos graxos com multiplas ligacGes duplas insaturadas sdo denominados &cidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) (TAKAHATA et al., 1998). Os PUFAs, ndo sdo sintetizados
pelo corpo humano em quantidades suficientes, portanto, sdo considerados acidos graxos
essenciais, que devem ser obtidos através da dieta ou suplementacdo. O acido a-linolénico é o
acido graxo mais disponivel tanto em 6leos de fonte animal como vegetal, enquanto que o acido
eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA) sdo encontrados em animais
marinhos como peixes e em algas (GANESAN et al., 2009).

Os PUFAs encontrados em 6leos vegetais sao acidos graxos de cadeia curta, como o acido
a-linolénico (6mega 3) e o &cido linoleico (bmega 6), enquanto que peixes e algas possuem
acidos graxos de cadeia longa como o EPA e DHA, pertencentes aos acidos graxos émega-3
(w-3) e acido araquidénico (AA) pertencente aos acidos graxos dmega-6 (w-6). Os acidos
graxos de cadeia longa sdo sintetizados no corpo humano através dos acidos graxos de cadeia
curta, que atuam como precursores, desde que presentes em quantidades suficientes. Portanto,
0 &cido a-linolénico e linoleico sdo considerados como “verdadeiros” &cidos graxos essenciais
(RUBIO-RODRIGUEZ et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos e clinicos sugerem que 6leos e gorduras ricos em acidos graxos
poli-insaturados como ®-3 e ®-6, desempenham um papel vital na manutencdo da salde
humana, por serem capazes de diminuir o risco de doencgas vasculares e neurodegenerativas,
artrite, diabetes e certos tipos de cancer. Além disso sdo capazes de fornecer energia e séo
carreadores de nutrientes soltveis em lipidios (ORSAVOVA et al., 2015).

Nos ultimos anos, devido a preocupacdo com a salde e mudancas no estilo de vida, a
demanda por acidos graxos poli-insaturados provenientes de fontes vegetais tem aumentado.
Uma das caracteristicas importantes que deve ser considerada ao selecionar a fonte ideal de
PUFAS é a propor¢ao ®-3: -6 presente no 6leo. A propor¢do de -3: -6 ideal para os acidos
graxos proporcionarem beneficios a salde varia de 1:1 a 1:4 (DOLINSKY, 2009). Dietas
ocidentais baseadas em produtos industrializados sdo altamente ricas em ®-6 e deficientes em
-3 (relagdo de ®-3: ®-6 em torno de 1:20), o que gera um desequilibrio na ingestao destes
acidos graxos. Sendo assim, o consumo de dleos com maior quantidade de ®-3 deve ser
introduzido na dieta (TIMILSENA et al., 2017). A Tabela 1 mostra a composicédo de PUFAS

de alguns oOleos vegetais.
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Tabela 1. Contetdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) em Gleos vegetais (%).

Oleos vegetais Acido a-linolénico  Acido linoleico PUFAs
(@-3) (w-6)

Chia 60 20,4 80,4
Linhaca 58,2 15,3 73,5
Nozes 15 50 65
Girassol 0,16 62,2 62,36
Canhamo 0,36 59,4 59,76
Gergelim 0,21 40,9 41,11
Canola 11,9 18,8 30,7
Oliva 1,6 16,4 18

Coco - 1,6 1,6

Fonte: Adaptado de Timilsena et al., 2017.

A demanda comercial de acidos graxos 6mega-3 tem crescido nos ultimos anos; e a
demanda global estimada de ingredientes contendo 6mega-3 foi de USD 1.595 milhGes em
2010 e € estimado em mais de USD 4.000 milhGes em 2018 (RESEARCH, 2013).

Os PUFAs de cadeia longa, comercialmente disponiveis, geralmente provém de 6leos de
peixes gordurosos, como atum, sardinha, cavala, arenque e trutas. No entanto, por possuirem
sabor forte e ndo poderem ser incorporados em dietas vegetarianas e veganas, seu uso é restrito.
Sendo assim, novas fontes de dleo vegetal tem sido exploradas no intuito de substituir a

aplicacdo do 6leo de peixe em matrizes alimentares (TIMILSENA et al., 2017).

3.1.1 Oleo de chia

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta nativa do México e Guatemala. A composicao
da semente da chia inclui proteinas (16-26%), lipidios (30-34%), carboidratos (42%, dos quais
34% sdo fibras), além da presenca de minerais e micronutrientes (MUNOZ et al., 2013).
Juntamente com o milho, feijdo e amaranto, a chia era um componente central na dieta de muitas
civilizacdes pré-colombianas na América e suas sementes foram valorizadas como fonte de 6leo
para medicamentos (CAHILL, 2003). A semente e o Oleo de chia possuem atividade
antioxidante, devido a presenca de tocoferol, fitoesterol, carotenoides e compostos fenolicos
que promovem efeitos benéficos & sadde humana (ALVAREZ-CHAVEZ et al., 2008;
IXTAINA et al., 2011; MARTINEZ-CRUZ E PAREDES-LOPEZ, 2014). Entre 0s compostos
fenolicos identificados no Oleo de chia estdo o acido clorogénico, acido cafeico, miricetina,
quercetina e campferol (REYES-CAUDILLO et al., 2008; CAPITANI et al., 2012). Da Silva
et al. (2017), encontraram vitamina E e carotenoides em semente de chia cultivada no estado

do Rio Grande do Sul, sendo que a zeaxantina foi o principal carotenoide presente na semente
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(80,7%) com niveis maiores (46 uMg/100gt) do que outros cereais como 0 Ssorgo
(15,48 pg/100 g*') (CARDOSO et al., 2015).

Além disso, os acidos graxos do 6leo de chia podem ser uma fonte alternativa de dmega-3
para vegetarianos e pessoas que tem alergia a peixes e frutos do mar, uma vez que o 6leo de
chia néo apresenta problemas associados a outras fontes nutricionais como a linhaga e peixes,
que causam odor e sabor desagradaveis e podem ainda causar problemas digestivos (AYERZA,
2009; MARINELI et al., 2015).

Como pode ser observado na Tabela 1, a semente de chia possui a maior porcentagem de
acido a-linolénico (60%) que pode ser encontrada em fontes de origem vegetal (AYERZA E
COATES, 2011; SEGURA-CAMPOS et al., 2014). Conforme as condicBes climaticas,
localizagdo geografica e variedade das plantas, o conteido de 6leo e a composicdo de acidos
graxos da semente pode variar (COATES E AYERZA, 2009; TIMILSENA et al., 2017). A
concentracdo de -3 e ®-6 em Oleos de semente de chia produzidas nos Estados Unidos,
Argentina, Chile, México e Italia apresentaram variacGes de 6,3% para 69% e 15,3% para
46,3%, respectivamente (SEGURA-CAMPOS et al., 2014). Da Silva et al. (2017), encontraram
26% de »-3 e m-6 em semente de chia brasileira cultivada no Rio Grande do Sul e 23,8% para
sementes cultivadas no Mato Grosso.

Nas ultimas décadas, a semente de chia emergiu como uma nova fonte de acidos graxos
- 3 e sua presenca no mercado mundial tem aumentado rapidamente (JULIO et al., 2018).
Devido ao alto contedo de &cidos graxos poli-insaturados presente no 6leo de chia (mais de
80%), este Oleo é considerado como um dos mais saudaveis (SEGURA-CAMPOS et al., 2014)
e é utilizado para reduzir o risco de diabetes, hipertensdo, doencas cardiacas e acidente vascular
cerebral (AVC), além de servir como precursor de moléculas sinalizadoras, como a
prostaglandina (ESCALONA-GARCIA et al., 2016).

Ixtaina et al. (2011), extrairam o 6leo de chia por prensagem e com solvente e encontraram
como principal &cido graxo o a-linolénico. A razdo de acidos graxos w-3/w-6 variou de 3,32
(extraido por prensagem) a 4,18 (extraido com solvente). Os valores foram superiores aos
obtidos para outros 6leos vegetais como o de canola (0,45), oliva (0,13), soja (0,15) e nozes
(0,20). Os autores relataram que os acidos graxos presentes no 6leo de chia, em ordem de
abundancia, foram os seguintes: acido a-linolénico (C18:3), acido linoleico (C18:2), acido
oleico (C18:1), acido palmitico (C16:0) e acido estearico (C18:0).

Da Silva et al. (2017), avaliaram a composi¢do quimica de dleo de semente de chia

brasileira e encontraram acido a-linolénico e 4&cido linoleico na propor¢do de 3,6:1.
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Timilsena et al. (2017), estudaram as propriedades fisico-quimicas e térmicas de 6leo de chia
australiano e encontraram acido a-linolénico e acido linoleico na proporcéo de 3:1, sendo esta
proporcéo ideal para manutencdo da saide. No mesmo estudo, em relacdo as propriedades
térmicas, o Oleo de chia se manteve estavel até 300 °C. Desta maneira, por possuir
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, o 6leo de chia representa uma excelente fonte de

acidos graxos para utilizacdo em industrias alimenticias.

3.1.2 Estabilidade dos &cidos graxos poli-insaturados

Os PUFAs sdo compostos por duas ou mais ligac6es duplas em sua estrutura presentes na
configuracdo cis. Devido a sua composicdo quimica estrutural, composta por grupos de
metileno bis-alilicos (-CH=H-CH2-CH=CH-), os PUFAs sdo sensiveis a oxidacao,
isomerizacdo e polimerizacdo quando em contato com oxigénio, umidade, calor, luz e ions
metélicos (TIMILSENA et al., 2017). A oxidagdo que ocorre nos PUFAs, devido ao seu alto
grau de instauracéo, € realizada por um processo que envolve espécies reativas onde estdo
envolvidas trés etapas: iniciacdo (producdo de radicais livres), propagacdo e terminacdo
(producdo de produtos ndo radicalares). Essas etapas envolvem a formacéo de hidroperdxidos,
que por sua vez reagem para formar produtos de oxidacdo secundarios ou terciarios, o que leva
a decomposicao dos acidos graxos. Dessa maneira, a oxidacdo leva a formacao de produtos de
degradacdo que podem ser prejudiciais a satde, além de produzir alteracdes nas caracteristicas
sensoriais do 6leo (ESCALONA-GARCIA et al., 2016).

Antioxidantes naturais ou sintéticos sdo capazes de minimizar as reacdes de oxidacdo em
oleos, retardando a oxidacao lipidica através de diferentes mecanismos de ac¢do. Antioxidantes
sintéticos tais como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA) e terbutil
hidroquinona (TBHQ) tém sido utilizados como antioxidantes sintéticos, porém, seus efeitos
sobre a satde humana e suas rotas metabdlicas tém sido questionados (BODOIRA et al., 2017).

Sendo assim, a incorporagdo de acidos graxos essenciais em alimentos é um desafio, visto
gue € necessario preservar a sua funcionalidade durante o processamento, armazenamento e
transporte. Portanto, um sistema adequado de protecdo e entrega destes acidos graxos &
essencial para preservar sua funcionalidade e atributos organolépticos nos alimentos
(TIMILSENA et al., 2016). Desta forma, tecnologias que aumentem a estabilidade de acidos
graxos sao necessarias, a fim de garantir seu uso em processos na industria de alimentos e

aumentar sua vida util.
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3.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos lipofilicos pertencentes a um grupo com mais de 600
compostos ja identificados, sendo que aproximadamente 50 deles estdo presentes na dieta
humana. Estes compostos séo classificados como poli-isoprenoides, com 8 unidades de
isopreno compostas por 40 atomos de carbono (KULCZYNSKI et al., 2017). A maior parte dos
carotenoides é constituida por uma cadeia central de carbono, de ligacdes simples e duplas
alternadas e possuem diferentes grupos terminais ciclicos ou aciclicos (BRITTON et al., 2004).

Tais compostos constituem um grupo importante de pigmentos naturais e sdo responsaveis
pelas cores de muitas frutas, hortalicas, gema de ovo, crustaceos e alguns peixes
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). As principais fontes de carotenoides sdo as folhas verdes
e frutas, juntamente com a clorofila, porém, também podem ser encontrados em outras partes
da planta como raizes (cenoura e mandioca), sementes (milho e urucum) e em flores vermelhas,
laranjas e amarelas (SAINI et al., 2015). Na industria de alimentos, os carotenoides sdo usados
como corantes alimentares naturais.

Conforme sua estrutura quimica, os carotenoides podem ser divididos em dois grupos:
carotenos quando constituidos por carbono e hidrogénio, como por exemplo, B-caroteno, a-
caroteno e licopeno; ou xantofilas quando constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio,
como por exemplo, zeaxantina, luteina, astaxantina e p-criptoxantina (GAMMONE
etal., 2015).

Os carotenoides possuem um sistema de ligac6es dupla na cadeia poliénica, responsavel
pela sua capacidade de absorver luz no visivel em uma faixa de comprimento de onda de 450 a
570 nm, e pela sua atividade antioxidante. Além disso, podem possuir ou nao anel nas
extremidades da cadeia e grupos funcionais (carbonila, hidroxila, entre outros)
(DAMODARAN et al., 2010; HAVAUX, 2014).

Os carotenoides fornecem beneficios a satde humana por contribuirem na diminuigéo da
incidéncia de certos tipos de cancer, doencas metabolicas e doencas cardiovasculares. Estes
efeitos positivos na salde estdo relacionados a sua atividade antioxidante, resultante de sua
capacidade de desativar espécies reativas como o oxigénio singlete (JOMOVA E VALKO,
2013). Além disso, possuem funcgéo anti-inflamatoria e sdo capazes de promover aumento na
resposta imunolégica (WOODSIDE et al., 2015).

Assim, tais pigmentos podem proteger as células de danos oxidativos provocados por
especies reativas de oxigénio (EROS) que constituem moléculas ndo radicais derivadas do

oxigénio, como peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete, que podem ser gerados no
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citoplasma, nas mitocdndrias ou na membrana, atacando lipidios, proteinas, carboidratos e o
DNA (SHAMI E MOREIRA, 2004). Estas propriedades podem ser Uteis também para a
preservacdo de alimentos (CHRISTAKI et al., 2013), uma vez que os carotenoides podem ser
utilizados como corantes naturais e alguns de seus compostos podem doar atomos de hidrogénio
as espécies reativas.

Além de suas propriedades antioxidantes, alguns carotenoides possuem atividade pré
vitamina A, podendo ser convertidos em vitamina A no corpo humano, como €é o caso do [3-
caroteno, a-caroteno ¢ B-criptoxantina (ROBERTS et al., 2009). A transformacdo destes
carotenoides em vitamina A ocorre por clivagem central (mecanismo principal), onde o
composto ¢ dividido ao meio, formando duas moléculas de retinal no caso do -caroteno ou
uma molécula no caso dos demais carotenoides pro-vitaminico A que sao, posteriormente,
transformadas em retinol (RAO E RAO, 2007). Para serem caracterizados como pro-
vitaminicos, os carotenoides devem possuir em sua estrutura o anel B-ionona ndo substituido e
uma cadeia lateral isoprenoide com pelo menos 11 atomos de carbono com terminacgao de uma

funcdo alcool, aldeido ou carboxila (Figura 1).

Figura 1. Estrutura quimica do B-caroteno (a), a-caroteno (b), B-criptoxantina (c).
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Fonte: BOBBIO, 2003.

Hé& alguns anos o interesse em carotenoides era restrito aqueles que possuem atividade pro-

vitamina A. No entanto, atualmente, o enfoque também ¢é direcionado para as outras atividades
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bioldgicas que estes compostos podem exercer, tais como os efeitos benéficos contra cancer,
doencas cardiacas e degeneracdo macular. Tais beneficios tém estimulado o estudo sobre o
papel destes compostos como antioxidantes (LAJOLO E HORST, 2009).

Nesse contexto, a luteina e a zeaxantina sdo carotenoides que vem sendo estudados para
aplicacdo em alimentos, por estarem relacionados com a diminuicdo do risco de

desenvolvimento da degeneracdo macular.

3.2.1 Zeaxantina

A zeaxantina é um pigmento de cor amarela e sua molécula apresenta 9 ligacGes conjugadas
de carbono. Em cada extremidade de sua estrutura esta presente um anel ionona ao qual esta
ligado um grupo hidroxila (Figura 2) (SAJILATA et al., 2008). Além disso, a zeaxantina é um
carotenoide isbmero da luteina, ambos pertencentes ao grupo das xantofilas e dos carotenoides

ndo precursores de vitamina A encontrados na regido macular.

Figura 2. Estrutura quimica da zeaxantina.

Fonte: DAMODARAN et al., 2010.

Devido ao seu potencial antioxidante, diversos estudos demonstraram que a luteina e a
zeaxantina sdo carotenoides que desempenham papéis importantes em atrasar o aparecimento
e reduzir riscos de catarata e degeneracdo macular, ambas responsaveis por 56 % dos casos
mundiais de cegueira (MA et al., 2012; PASCOLINI E MARIOTTI, 2012; MURRAY
et al., 2013). Tais efeitos benéficos estdo atribuidos a capacidade destes pigmentos em proteger
os olhos contra as radiagdes ultravioleta, através da formacdo de uma camada protetora de
pigmento na retina macular, o que mantém sua integridade (GARCIA-LAYANA et al., 2013).

GONZALEZ et al., 2003, evidenciaram a capacidade da zeaxantina em proteger a pele
contra edemas e hiperplasia causada pela exposicdo aos raios UV. DWYER et al., 2004, em um
estudo sobre saude arterial, revelaram que a presenca de zeaxantina no plasma pode exercer

efeito protetor contra a aterosclerose precoce.
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Os carotenoides constituem uma classe de antioxidantes capazes de eliminar espécies
reativas em sistemas bioldgicos. Experimentos in vitro confirmaram que a p-criptoxantina e a
zeaxantina demonstraram maior capacidade de protecdo contra espécies reativas quando
comparadas com o B-caroteno e licopeno. Devido ao mesmo tamanho da cadeia conjugada, a
[B-criptoxantina e a zeaxantina possuem a mesma funcdo antioxidante (JOMOVA E VALKO,
2013).

A zeaxantina foi reconhecida como segura para consumo humano (GRAS), 0 que permite
sua utilizacdo como aditivo em alimentos (BERNSTEIN et al., 2016). A Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (AESA) concluiu que a ingestdo de 0,10 mg/kg de peso
corporal/ dia de zeaxantina € reconhecida como segura, 0 que corresponde em média a 7 mg de
zeaxantina para uma pessoa com 70 kg (EFSA PANEL ON DIETETIC PRODUCTS, 2012).

Assim como 0s demais carotenoides, a zeaxantina ndo é sintetizada pelo corpo humano,
portanto, deve ser obtida através da dieta. Os alimentos que contém maiores concentracdes do
pigmento s&o: couve, milho amarelo, espinafre, pimenta e Goji berry (SAJILATA et al., 2008).
Folhas de batata doce, dente de ledo e nabo verde também s&o alimentos ricos em zeaxantina
(SAINI E KEUM, 2018). O Goji berry tem sido estudado como fonte de pigmento vermelho-
alaranjado rico em zeaxantina (CARLE E SCHWEIGGERT, 2016).

3.2.1.1 Goji berry como fonte de zeaxantina

O Goji berry (Lycium barbarum L.) é um fruto de 1-2 cm de comprimento, de cor
vermelho-alaranjada, pertencente a familia das solanaceas (Figura 3). O fruto é originario da
China, Tibete e outras partes da Asia (AMAGASE E FARNSWORTH, 2011).
Aproximadamente 70 espécies de Lycium sdo encontradas em regides distintas distribuidas em
partes temperadas e subtropicais da América do Norte, América do Sul, Africa do Sul, Eurésia
e Australia (FUKUDA et al., 2001).

Os frutos séo colhidos no veréo e outono e sdo consumidos frescos nas zonas de cultivo e
na forma seca (desidratado) nos demais lugares em que é comercializado, ou transformado em
produtos alimentares como sucos ou ainda adicionado em iogurtes e granolas (PROTTI et al.,
2017). O fruto seco € caracterizado por possuir a parte exterior mais endurecida, porém a polpa
ainda se mantém macia (AMAGASE E FARNSWORTH, 2011).
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Fonte: Amagase e Farnsworth (2'01). -

O Goji berry é considerado como uma fonte rica de &cidos organicos e compostos fendlicos
como os acidos cinamicos e catequinas (DONNO et al., 2015; PROTTI et al., 2017). Devido a
presenca de flavonoides e carotenoides, que conferem propriedades antioxidantes, seu consumo
pode melhorar a imunidade, diminuir o risco de doencas ligadas ao estresse oxidativo, como
cancer e ainda pode atuar diminuindo os efeitos causados pelo envelhecimento (AMAGASE E
FARNSWORTH, 2011). Estudos ja comprovaram que o consumo do fruto pode auxiliar no
tratamento de problemas oculares (AMAGASE E FARNSWORTH, 2011) e reducéo de peso
corporal (AMAGASE, 2010). Além disso, no organismo humano pode agir como regulador
metabolico, agente neuroprotetor e imunomodulador (AMAGASE et al., 2009).

Nos Ultimos anos, o interesse no consumo do Goji berry aumentou no mundo inteiro
devido as suas propriedades benéficas, relacionadas ao seu alto valor nutricional e concentracéo
de compostos bioativos (ZHONG et al., 2013). Em estudos recentes, o fruto foi adicionado em
cerveja (DUCRUET et al., 2017) e em cereais a base de arroz extrusados (KOSINSKA-
CAGNAZZO et al., 2017), a fim de conferir propriedades antioxidantes aos produtos.

O Goji berry é fonte de macronutrientes incluindo carboidratos (46%), proteinas (13%),
gordura (1,5%) e fibra dietética (16%). Micronutrientes como vitaminas e minerais também
constituem o fruto. Cada 100g de Goji berry contém até 60 mg de célcio, 5,4 mg de ferro, 434
mg de potéssio, 1,48 mg de zinco e 48 mg de vitamina C (ZHONG et al., 2013).
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O Goji berry € rico em diferentes classes de antioxidantes como polifendis e carotenoides.
Os carotenoides estdo presentes em 0,03 — 0,50 % m/m no fruto seco e séo responsaveis por
sua cor caracteristica (PENG et al., 2005), sendo a zeaxantina o principal carotenoide, seguido
de B- criptoxantina ¢ - caroteno (AMAGASE E FARNSWORTH, 2011). Os carotenoides no
Goji berry podem se apresentar na forma livre, parcialmente esterificada ou totalmente
esterificada, sendo que o conteddo de ésteres de zeaxantina no amadurecimento do fruto pode
chegar a 77,5% dos carotenoides totais (PENG et al., 1998).

Blasi et al. (2018) extrairam carotenoides do Goji berry, adicionaram em azeite de oliva
extra virgem e avaliaram as mudancas quimicas e estabilidade do 6leo quando submetido a
fritura. Os resultados demonstraram que os carotenoides presentes no fruto, principalmente a
zeaxantina, preservaram os acidos graxos poli-insaturados contra a oxidacao.

Protti et al. (2017) avaliaram o conteldo de carotenoides em Goji berry desidratado,
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, e
encontraram 750,7 ug/ g de zeaxantina, seguido de 65,1 ug/ g de B-criptoxantina, 45,7 pg/ g de
luteina e 34,4 ng/ g de B-caroteno. Em outro estudo desenvolvido por LIU et al., 2014, onde o
perfil de carotenoides do Goji berry em 4 estagios de maturacao foi avaliado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia as quantidades encontradas para zeaxantina, -criptoxantina e [-
caroteno foram 381,6 ug/g, 17,59 pg/ g e 28,99 pg/ g, respectivamente, para o fruto em estagio
maduro.

Inbaraj et al. (2008) analisaram o contedo de carotenoides em Goji berry in natura por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas e
encontraram zeaxantina dipalmitato como principal carotenoide (1143,7 ng/g), seguido de -
criptoxantina monopalmitato e isdmeros (32,9 - 65,5 pg/g), zeaxantina monopalmitato e
isdbmeros (11,3 - 62,8 ug/g), all-trans p-caroteno (23,7 pg/g) e all-trans zeaxantina (1,4 pg/g).

O conteudo e perfil de carotenoides pode variar conforme o estadgio de maturacdo dos
frutos. Os carotenoides esterificados podem aumentar com a maturacdo, enquanto que 0s
carotenoides livres, como a zeaxantina podem ser menos abundantes em frutas maduras
(LI etal., 2006). Ma et al. (2008), observaram maior contetdo de carotenoides livres do que
esterificados em Goji berry desidratado. A secagem e 0 armazenamento geralmente levam a
transformacéo/degradacdo dos carotenoides, onde os que estiverem na forma esterificada
sofrem transformacdo enzimatica, liberando a forma livre e na degradagdo oxidativa, ocorre

formacéo de produtos de oxidagdo dos carotenoides.
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O contetido de zeaxantina presente no Goji berry é superior ao encontrado em outros
alimentos que também sdo fonte do carotenoide, como pimenta (16,65 pg/ g), ovo (7,62 ug/ 9)
(PERRY et al., 2009), milho (5,28 ug/ g) e espinafre cru (3,31 pug/ g) (SAJILATA et al., 2008).
Portanto, o fruto pode ser considerado fonte de carotenoides e a zeaxantina € o principal

pigmento por estar presente em maior quantidade.

3.2.2 Estabilidade dos carotenoides

A incorporagdo de compostos bioativos em alimentos apresenta varios desafios,
principalmente em relacdo a sua estabilidade durante processamento e armazenamento.
InteracOes indesejaveis com a matriz alimentar e a garantia de sua estabilidade sem perder a
funcionalidade também s&o aspectos que devem ser considerados quando se pensa na aplicacdo
destes compostos (ERATTE et al., 2018).

A presenca de ligacGes duplas na cadeia de carbono dos carotenoides, que confere
propriedades antioxidantes e de absor¢éo de luz aos mesmos, também é responsavel por torna-
los mais propensos a degradacdo quando expostos a altas temperaturas e luz durante o
processamento e armazenamento (ACHIR et al., 2010).

A isomerizacdo e oxidacdo sdo as duas principais alteracbes que ocorrem durante o
processamento e sdo as duas maiores causas de degradacdo dos carotenoides. A oxidacdo é
dependente da disponibilidade de luz, e é estimulada por enzimas, metais e co-oxidacdo com
hidroperoxidos de lipideos (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2001). Na isomerizacdo, 0s
carotenoides que naturalmente existem na forma trans, podem ser transformados em seus
isbmeros cis quando submetidos ao tratamento térmico, devido a exposicdo a solventes
organicos, luz, oxigénio e tratamento com &cidos (CALVO E SANTA-MARIA, 2008;
DAMODARAN et al., 2010). O pH e a presenca de ions metélicos como ferro, aluminio, cobre
e magnésio, que possuem caracteristicas cataliticas, também afetam a estabilidade dos
carotenoides (BOON et al., 2010).

Em alimentos, a degradacdo dos carotenoides ndo so leva a perda de suas propriedades
funcionais, como também diminui o valor nutricional, reduz a coloracdo e causa perda das
caracteristicas organolépticas (MARTINEZ-DELGADO et al., 2017). No entanto, 0s
carotenoides sdo mais estaveis nas matrizes alimenticias do que quando extraidos das mesmas;
devido a maior exposicdo quando extraidos dos alimentos, tornam-se mais suscetiveis a
degradacédo por fatores externos como luz e temperatura, 0 que pode causar a isomerizacao
(BOON et al., 2010).
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Assim, como os demais carotenoides a zeaxantina também apresenta instabilidade frente a
temperatura e condi¢des de processamento, portanto é importante a escolha de um método que
preserve a sua estabilidade para aplicacdo em alimentos.

Por serem compostos lipofilicos, a incorporacao dos carotenoides em 6leos vegetais, por
exemplo, torna-o0s mais biodisponiveis do que na matriz vegetal, podendo também prevenir sua
degradagio (MARTINEZ-DELGADO et al., 2017). Diferentes técnicas tém sido aplicadas na
preservacdo de compostos bioativos, tais como, copigmentacdo, complexacéo e polimerizacao,
acilacdo e encapsulamento (MAHDAVI et al., 2014). Dentre estas técnicas o encapsulamento
se apresenta como um meio pratico de aumentar a estabilidade destes compostos, visto que 0s
métodos quimicos apresentam algumas desvantagens, como a dificuldade em controlar as
interacdes durante o processo (CAVALCANTI et al., 2011).

4 NANOENCAPSULAMENTO

Os sistemas de encapsulamento sdo classificados de acordo com o tamanho da particula
em micro (entre 1 um e 5000 um), macro (maior que 5000 pm) e nano (menor do que 1 pm)
(JAFARI, 2017). As nanocapsulas apresentam vantagens em relacdo as microcapsulas, como
melhor dispersdo, absorcdo, liberacdo controlada e maior superficie de contato
(MOZAFARI et al., 2006; HANDFORD et al., 2014).

Técnicas de preservacdo, tais como 0 nanoencapsulamento, podem ser utilizadas a fim de
diminuir a degradacdo de compostos bioativos. Apesar da utilizacdo de nanotecnologia ser
ainda pouco explorada na area de alimentos, existem diversos estudos que demonstram seu
potencial de uso em praticamente todos os segmentos da industria, desde a agricultura
(pesticidas, fertilizantes, vacinas utilizadas em animais e detec¢do de patdgenos de plantas) até
0 processamento de alimentos (encapsulacdo de realgadores de sabor ou odor, compostos
bioativos e agentes de textura) utilizados para melhoria na qualidade dos alimentos, em
embalagens e para suplementos nutricionais (nutracéuticos com maior estabilidade e
biodisponibilidade) (DUNCAN, 2011).

Dentro da inddstria de alimentos, a nanotecnologia tem sido utilizada com aplicacGes
inovadoras, incluindo o uso de nanoemulsGes, nanocompdsitos e nanocapsulas, além do
desenvolvimento de embalagens inteligentes, nanosensores e nanobiosensores para controle de
qualidade e seguranca alimentar (BRANDELLI, BRUM & DOS SANTOS, 2017) . Além disso,

a nanotecnologia pode proporcionar aumento da estabilidade e promocgéo da funcionalidade,
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que inclui maior biodisponibilidade e liberacdo controlada de compostos bioativos e
solubilidade destes em meio aquoso (BAJPAI et al., 2018)

As nanoparticulas podem ser produzidas por dois processos conhecidos como top-down e
bottom-up. No processo top-down um grande grupo do material é dividido em particulas
nanomeétricas por uma forca externa (fisica, quimica ou mecénica). Ja no processo bottom-up,
atomos, moléculas ou particulas pequenas se juntam em nanoestuturas (JOYE et al., 2016).
Conforme o método de preparo e sua composi¢ao, nanocapsulas ou nanoesferas podem ser
obtidas. Nanocapsulas sdo sistemas em que o composto € aprisionado a uma cavidade cercada
por uma membrana polimérica, j& nas nanoesferas o composto fica disperso fisicamente e
uniformemente na matriz polimérica (Figura 4) (MOHANRAJ E CHEN, 2006). A presenca de
6leo nas nanocépsulas leva a formacao de uma estrutura vesicular, enquanto gue a sua auséncia
nas nanoesferas, fornece uma organizacdo matricial das cadeias poliméricas (GUTERRES
etal., 2007).

Figura 4. Representacdo esquematica de nanoesfera e nanocépsula.

Membrana polimérica

Bioativo

Matriz polimérica

Nanoesfera Nanocapsula

Fonte: Adaptado de Jafari (2017).

O nanoencapsulamento de compostos bioativos representa uma tecnologia vidvel para
aumentar a estabilidade fisica de substancias ativas, protegé-las das interacbes com o0s
ingredientes alimentares e aumentar a sua bioatividade, devido ao seu tamanho subcelular
(DONSI et al., 2011). Através do encapsulamento é possivel aumentar a estabilidade e permitir
a solubilidade dos compostos por meio da dispersdo de componentes hidrofilicos em matrizes
hidrofdbicas e vice-versa (KLAYPRADIT E HUANG, 2008).

Como o nucleo esté protegido de outros componentes dos alimentos e do meio-ambiente,

0s compostos encapsulados podem aumentar o contetdo nutricional dos alimentos sem afetar
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seu sabor, aroma ou textura. Ainda, os compostos encapsulados podem aumentar a vida Gtil de
alimentos, além de terem sua estabilidade prolongada pela protecéo exercida pelo material de
parede (AUGUSTIN E HEMAR, 2009).

Além disso, 0 uso da nanotecnologia pode aumentar a vida de prateleira de alimentos
através do emprego de embalagens com compostos bioativos nanoencapsulados que
apresentem propriedades antimicrobianas (DURAN E MARCATO, 2013) ou antioxidantes que
podem ajudar a controlar a oxidacdo e evitar a formacdo de sabores e textura indesejaveis
(LOPEZ-RUBIO et al., 2006).

Estudos recentes demostraram que o nanoencapsulamento pode proteger 6leos essenciais
(LV et al., 2014; HERCULANO et al., 2015) contra a degradacéo, através da diminuicdo da
oxidacdo, devido ao efeito protetor exercido pelo material de parede.

Através do nanoencapsulamento também é possivel aumentar a estabilidade de compostos
bioativos como os carotenoides, tornando-o0s mais estaveis frente a temperatura, luz e oxigénio
(DOS SANTOS et al., 2016; BRUM et al., 2017). Assim, tal técnica pode contribuir para o
aumento da estabilidade de compostos bioativos e 0leos, 0 que aumenta seu potencial de
aplicacdo em alimentos e garante perdas menores durante processamentos industriais. Além
disso, através do nanoencapsulamento é possivel incorporar compostos hidrofébicos como a
zeaxantina e o 6leo de chia em matrizes hidrofilicas, o que aumenta seu potencial de aplicacao

em alimentos contendo alto teor de agua.

4.1 Materiais de parede utilizados no nanoencapsulamento

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas com materiais de parede sintéticos ou
naturais e podem ser utilizadas para encapsular medicamentos ou compostos bioativos. Na
escolha do material de parede é importante que sejam selecionados materiais “geralmente
reconhecidos como seguros” (GRAS), a fim de aumentar a seguranga das nanoparticulas em
seu uso pretendido (DOS SANTOS et al., 2016).

Os polimeros sintéticos mais utilizados no nanoencapsulamento sdo: poli (acido latico)
(PLA) e seus co-polimeros poli (4cido latico-co-glicolico) (PLGA) e poli-E-caprolactona (PCL)
que sdo conhecidos pela sua biocompatibilidade e biodisponibilidade (HANS E
LOWMAN, 2002). Entretanto, os polimeros sintéticos sdo hidrofébicos, o que limita sua
aplicagdo (OH E LEE, 2013). A fim de melhorar suas propriedades e biocompatibilidade,

alguns estudos combinaram sua utilizagdo com polimeros naturais, como proteinas e

39



polissacarideos e também peptideos sintéticos (LEE et al., 2003; OH E LEE, 2013; ZIA et al.,
2017).

Para uso em alimentos, os materiais de parede utilizados no nanoencapsulamento devem
ser de grau alimenticio, biodegradaveis e capazes de formar uma barreira entre o nucleo e seus
arredores. Diferentes materiais de parede podem ser utilizados e sua escolha depende da
natureza do composto ativo que se deseja encapsular, tamanho das nanoparticulas desejado,
solubilidade, estabilidade em &gua e perfil de liberacio (MOHANRAJ E CHEN, 2006; RAO E
GECKELER, 2011). Deste modo, polimeros sintéticos que sejam reconhecidos como GRAS,
proteinas e polissacarideos podem ser utilizados como materiais de parede, sendo que as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas podem ser influenciadas pela combinacéo de
diferentes polimeros (DOS SANTOS et al., 2016). Além disso, as caracteristicas do material
de parede influenciam na eficiéncia de encapsulagéo, estrutura do nucleo e outras caracteristicas
fisico-quimicas (AUGUSTIN E HEMAR, 2009).

Os polimeros naturais possuem vantagens em relacdo aos sintéticos por possuirem menor
custo (LIU et al., 2008), serem biodegradaveis, compativeis e ndo-toxicos (GHUMMAN et al.,
2018). Além disso, o uso de materiais naturais contribui para a sustentabilidade, visto que a
utilizacdo de matérias-primas de origem natural causa menor impacto ambiental (RIBEIRO
et al., 2016). Entre os polimeros naturais, 0s polissacarideos se destacam por serem abundantes
na natureza, além de seu processamento geralmente ser de baixo custo (YANG et al., 2015).

4.1.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo os polimeros dos monossacarideos provenientes de diferentes
fontes, como algas (alginato), origem vegetal (pectina, goma guar, amido), origem microbiana
(dextran, goma xantana) e origem animal (quitosana) (SINHA E KUMRIA, 2001). Muitas
vezes podem ser extraidos de raizes, tubérculos, caules e sementes de produtos vegetais, nos
quais atuam como reserva de energia, ou ainda podem ser encontrados na estrutura celular de
tecidos vegetais, onde contribuem para a integridade estrutural (TONELI et al., 2005).

Além disso, os polissacarideos podem possuir carga negativa como o alginato e a pectina
ou carga positiva como a quitosana. Os polissacarideos apresentam vantagens por serem
facilmente modificados quimicamente e bioguimicamente, serem estaveis, ndo-toxicos,
hidrofilicos, formadores de gel e biodegradaveis (LIU et al., 2008). Outra caracteristica
significativa dos polissacarideos é a sua capacidade de formar solugdes viscosas mesmo em

concentragdes baixas (TIMILSENA et al., 2015).
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Por serem biocompativeis, possuirem alta capacidade de absorcdo de &4gua, serem de facil
obtencdo e extracdo e de baixo custo, os polissacarideos podem ser utilizados em aplicacBes
diversas. Além destas vantagens, pode-se citar a estabilidade em uma ampla faixa de pH
(NAYAK E PAL, 2012), o que aumenta sua gama de aplicacdes.

Quando em solucao os polissacarideos possuem a capacidade de formar géis. Este processo
envolve diferentes mecanismos de associacdo entre cadeias, que dependem das caracteristicas
do polimero aplicado. Dessa forma, os géis formados irdo apresentar formas estruturais e
texturas diferentes, o que torna possivel sua aplicacdo em uma ampla variedade de produtos e
processos na area de alimentos (TONELI et al., 2005), que incluem fibras dietéticas, filmes
comestiveis, estabilizantes de emulsGes, agentes de revestimento em produtos de confeitaria e
alimentos fritos, agentes encapsulantes de aromas em po6 e alguns 6leos e também como
substitutos de gordura em carnes e produtos lacteos (LI E NIE, 2016).

Polissacarideos naturais provenientes de plantas, como as mucilagens tem sido estudados
e sua aplicabilidade e eficacia foram comprovadas para aplicacdo em diferentes formulacdes de
medicamentos, agentes formadores de filme, formulac6es viscosas como solucdes oftalmicas,
suspensdes (CHAMARTHY E PINAL, 2008; ALONSO-SANDE et al., 2009) e também como
material de parede no desenvolvimento de microcapsulas (MEDINA-TORRES et al., 2013;
OTALORA et al., 2015; TIMILSENA et al., 2016).

Devido as suas propriedades, micro/nanoparticulas preparadas a partir de polissacarideos
podem desempenhar um papel importante na area farmacéutica, em cosméticos, na industria de
alimentos, entre outros. Sendo assim, os polissacarideos constituem um material promissor para
ser empregado como material de parede no encapsulamento (YANG et al., 2015). Além disso,
a biodisponibilidade de compostos encapsulados em matrizes polissacaridicas € maior devido
a presenca de grupos hidrofilicos, tais como hidroxila, carboxila e amino na estrutura dos
polissacarideos, 0 que aumenta a sua ades&o no tecido epitelial e mucosas (MARTINEZ et al.,
2012).

Nanoparticulas sintetizadas a partir de polimeros naturais como polissacarideos tem sido
desenvolvidas e devido a isso, polimeros derivados de plantas como as gomas e mucilagens tem
chamado atencéo para serem utilizados em alimentos funcionais ou como materiais de parede
no encapsulamento (NAJI-TABASI et al., 2017).

Portanto, os polissacarideos sdo promissores para serem utilizados como biopolimeros na

obtencdo de nanoparticulas e podem ser utilizados para substituir polimeros sintéticos. Além

41



disso, a busca por novas fontes de polimeros biodegradaveis especialmente os derivados de

plantas, tem impulsionado os estudos sobre polissacarideos, como as gomas e mucilagens.

4.1.2 Gomas e mucilagens

Gomas e mucilagens sdo hidrocoloides vegetais, formados por monossacarideos, muitos
deles combinados com &acidos urénicos. Além disso, ambas contém moléculas hidrofilicas que
podem combinar com a agua para formar solugdes viscosas ou géis. No entanto, possuem
algumas diferencas, visto que as gomas sdo substancias geralmente liberadas pelas plantas
como forma de protecdo, por exemplo, apds uma lesdo ou quebra da parede celular, ou ainda
por fatores adversos do tempo, como a seca, enquanto as mucilagens sdo produtos normais do
metabolismo de vegetais, formadas dentro das células e podem ser removidas com &gua quente
ou fria. Geralmente, as gomas se dissolvem facilmente em agua enquanto as mucilagens
formam dispersdes viscosas, capazes de absorver mais de cem vezes o seu peso em agua (JANI
et al., 2009).

Como exemplo de gomas pode-se citar: arabica, tragacanto e guar. As mucilagens podem
ser encontradas em diferentes partes das plantas, como em células epidérmicas de folhas
(Pereskia aculeata Miller), na casca das sementes (linhaca, chia, psyllium), raizes (inhame),
lamela média (Aloe vera) e cladodios e frutos de cactos (Opuntia ssp.) (SAENZ et al., 2004;
EVANS E EVANS, 2009).

Os hidrocoloides como as gomas e mucilagens sdo comumente usados como fibras
dietéticas, agentes espessantes, gelificantes, emulsionantes e estabilizantes, além de poderem
ser utilizados como substitutos da gordura. Aplicagbes dos hidrocoloides em filmes
biodegradaveis, como agentes encapsulantes e como inibidores de cristalizacdo também séo
citadas na literatura (ALPIZAR-REYES et al., 2017). Em aplicacbes farmacéuticas e
industriais, as gomas e mucilagens apresentam vantagens por serem biodegradaveis,
biocompativeis, ndo-toxicas, além de possuirem baixo custo, serem de facil obtencdo e
provenientes de fontes comestiveis, 0 que aumenta sua amplitude de aplicacéo e aceitacdo do
publico em geral em relagdo a materiais e produtos sintéticos (JANI et al., 2009).

A mucilagem é um carboidrato complexo, composto por fibras dietéticas, que possui
composicdes variadas dependendo da espécie (SAENZ et al., 2004). Nas plantas, a mucilagem
faz parte da fracéo polissacaridica e atua como um reservatorio de agua (SAENZ et al., 2004;
STINTZING E CARLE, 2005). As mucilagens extraidas de sementes sdo hidrocoloides

naturais de baixo custo que constituem uma fonte ideal para o desenvolvimento de produtos
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saudaveis que oferecam beneficios a salide humana, tornando-os uma opgéo com potencial para
aplicacdo em alimentos (ARCHANA et al., 2013; NAYAK et al., 2015) e na industria
farmacéutica (ARCHANA et al., 2013; HUANBUTTA et al., 2016).

Ghayempour et al. (2015) utilizaram goma tragacanta para encapsular 6leo de menta e
relataram que a concentracdo do material de parede, emulsificante, agente cross-linking e tempo
de processo devem ser controlados para obter nanocapsulas com menor didmetro de particula.
No estudo, a liberacdo do Oleo das nanocapsulas foi avaliada através de um ensaio
microbiologico apos diferentes tempos de agitacdo. Nesse ensaio, a atividade antimicrobiana
das nanocéapsulas desenvolvidas foi confirmada, devido & reducdo de 100% de populagéo
bacteriana ap6s 12 h de agitacdo, 0 que sugere a liberacdo do 6leo de menta das nanocapsulas.

As mucilagens tem sido mais utilizadas em microencapsulamento, como relatado por
Kaushik et al. (2016) que utilizaram proteina da semente de linhaca e mucilagem de linhaca
para encapsular 6leo de linhaca, e obtiveram uma alta eficiéncia de encapsulacéo (87%) e o
6leo encapsulado foi protegido contra a oxidacdo durante 30 dias de armazenamento.

Bustamante et al. (2017) utilizaram diferentes propor¢cdes de mucilagens de chia e de
linhaca, proteinas solluveis de chia e linhaca e maltodextrina para microencapsular
Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium infantis por secagem por atomizacao com diferentes
temperaturas, a fim de avaliar a influéncia das mucilagens e proteinas de fonte natural na
sobrevivéncia dos probidticos ap6s o encapsulamento. Como resultados, percebeu-se que a
utilizacdo de mucilagem de chia e de linhaca aumentou a sobrevivéncia dos Lactobacillus e
Bifidobacterium, independente da temperatura de secagem utilizada, indicando que tais
hidrocoloides podem ser utilizados no encapsulamento por terem apresentado alta eficiéncia de
encapsulacdo e protecdo aos probidticos encapsulados.

4.1.3 Mucilagens
4.1.3.1 Mucilagem de chia

A chia (Salvia Hispanica L.) (Figura 5a) é uma planta herbacea pertencente a familia
Lamiaceae, da qual também fazem parte plantas como a hortela, tomilho, alecrim e orégano. E
originaria do México e Guatemala (MUNOZ et al., 2012), porém, é cultivada em vérios paises
e a producdo anual mundial de semente de chia é de cerca de 30.000 toneladas (DANIELLS,
2013). No Estado do Rio Grande do Sul, a chia apresenta destaque devido ao aumento do seu
cultivo na regido noroeste do estado (ZANATTA et al., 2016). Devido a suas caracteristicas

funcionais e nutricionais a importancia da semente de chia aumentou nos ultimos anos (DICK
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etal., 2015) e tem sido incluida em produtos como iogurtes, massas, paes e na nutri¢cao esportiva
(FRANKLIN E HONGU, 2016).

Quando a semente de chia é colocada em contato com a agua, um polissacarideo
mucilaginoso que constitui 5-6 % da semente é exsudado (HERNANDEZ, 2012). A semente
de chia é composta por trés camadas; uma camada exterior onde se encontra a mucilagem; uma
camada intermediaria composta por células pouco estruturadas; e o endocarpo. No momento
em que a semente entra em contato com a dgua, pequenos filamentos na superficie comegcam a
se desenrolar e quando as sementes ficam totalmente hidratadas, estes filamentos se agregam,
distribuindo-se uniformemente sobre a superficie em volta da semente (Figura 5b) (MUNOZ et
al., 2012).

Em sua forma completamente hidratada, a mucilagem forma uma cépsula transparente e
continua com espessura média de aproximadamente 414 + 35 um. Este gel mucilaginoso atinge

sua viscosidade méaxima ap6s 2 h de hidratacio (MUNOZ et al., 2012).

Figura 5. Imagens Opticas da semente de chia inteira (a) e mucilagem da chia envolvendo a

semente apds hidratacdo em agua (b), utilizando magnificacao de 10x e 40x.

500 ym

Fonte: MUNOZ et al., 2012.

Apdbs imersdo em agua e secagem por ar guente, as sementes ficam rodeadas por um filme
fino formado pela mucilagem remanescente. Mesmo quando reidratada, a mucilagem extraida
da semente forma uma soluco altamente viscosa (MUNOZ et al., 2012). Ainda, a solubilidade
da mucilagem de chia é maior do que de outras gomas, COmMoO goma guar € goma Xantana
(CAPITANI et al., 2012). Além disso, apresenta boas propriedades mucilaginosas mesmo em
baixas concentracGes em solucgdes aquosas e devido a isso foi descrita pela FAO como uma

potencial fonte de mucilagem polissacaridica (HULSE, 1996).
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A mucilagem de chia € um heteropolissacarideo anidnico de alto peso molecular entre 800
e 2000 kDa (LIN et al., 1994). Estruturalmente é composta por xilose e glicose como principais
acucares em uma propor¢do de aproximadamente 2:1. Acidos urénicos como o &cido
glicurénico e galacturdnico e outros dois acUcares neutros (arabinose e galactose), também
foram detectados (TIMILSENA et al., 2016). Contém também uma pequena quantidade de
proteinas que pode ser adsorvida na interface 6leo-agua (AVILA-DE LA ROSA et al., 2015).

A estrutura da mucilagem da chia esta representada na Figura 6.

Figura 6. Composi¢do da estrutura da mucilagem de chia; I -D-xilose; 11 a-D-glucose; 11
acido 4-O-metil-a-D-glucorénico; IV acido aldobiurbnico; V tetrassacarido (unidade

estrutural).

Fonte: RAMOS et al., 2013.

Em relacdo a composicdo centesimal, a mucilagem de chia possui 15% de umidade, 48%
de carboidratos, 23,22% de &cido urénico, 8% de cinzas, 4% de proteinas e 1,78% lipidios
(MUNOZ et al., 2012). Essa composic&o pode variar conforme o método de extragio e origem
da semente da chia da qual a mucilagem foi extraida. A localizacdo geogréfica e condicGes
climéaticas podem influenciar na composi¢do centesimal e concentragcdo de nutrientes da
semente de chia (AYERZA, 2009).

A mucilagem de chia contém um alto teor de fibras (principalmente as sollveis) e exerce

efeito positivo no metabolismo de lipidios (GUIOTTO et al., 2016; TAVARES, 2016). A
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mucilagem também é capaz de formar géis de alta viscosidade no organismo humano,
responsaveis pela sensacio de saciedade e esvaziamento lento do estdmago (MUNOZ et al.,
2013).

Quanto a sua utilizacdo, a mucilagem pode ser incorporada em diferentes produtos na
indUstria de alimentos e em diferentes aplicacdes tais como, espessante, agente formador de
gel, estabilizante, emulsionante ou agente de suspensédo (CAPITANI et al., 2012; SALGADO-
CRUZ et al., 2013) devido a sua capacidade de retencdo de agua, viscosidade (SALGADO-
CRUZ et al., 2013) e alta solubilidade em agua (60% m/v a 25 °C) o que a torna um importante
ingrediente na industria de alimentos (CAPITANI et al., 2016).

Além disso, pode ser utilizada como substituto de gordura ja que possui capacidade de
hidratacdo, alta viscosidade e é capaz de manter o frescor, principalmente de produtos assados
(ALFREDO et al., 2009). Portanto, pode ser utilizada em formulacdes em que se deseja reduzir
o teor de gordura e também pode ser utilizada no desenvolvimento de alimentos funcionais,
devido ao seu alto teor de fibras (FERNANDES E SALAS-MELLADO, 2017).

Além de aplica¢bes em alimentos, 0 uso da mucilagem de chia como material de parede no
microencapsulamento foi reportado por Timilsena et al. (2016), que microencapsularam 6leo
de chia com mucilagem de chia em combinagdo com proteina da semente de chia e relataram
que o Gleo de chia microencapsulado apresentou vida util 6 vezes maior do que o 6leo nédo
encapsulado, o que indica que os materiais de parede utilizados protegeram o 6leo contra
degradacdo durante o armazenamento. Além disso, as microcapsulas apresentaram alta
eficiéncia de encapsulacéo (93,9%) e alto rendimento no processo de encapsulacdo (98%).

A mucilagem de chia também ja foi utilizada para estabilizar emulsdes éleo em agua em
um estudo realizado por Guiotto et al. (2016). Os autores avaliaram a capacidade da mucilagem
de chia em estabilizar emulsdes contendo lecitina de girassol e uma mistura de 6leo de girassol
e 6leo de chia. Como resultados, percebeu-se que a mucilagem de chia apresentou um bom
desempenho como estabilizante e emulsificante, visto que a adicdo de 0,75% de mucilagem
contribuiu para obter emulsdes estaveis durante o armazenamento sob refrigeracéo, devido a
reducdo da mobilidade das particulas de 6leo pela formacdo de uma rede tridimensional.

Capitani et al. (2016) também avaliaram a capacidade da mucilagem de chia em estabilizar
emulsdes 6leo em agua. Os autores relataram que a adicdo de mucilagem de chia (0,75%) nas
emulsdes melhorou a estabilidade contra a separacéo de fase gravitacional, devido ao aumento
da viscosidade na fase aquosa, 0 que limitou a mobilidade das goticulas de éleo nas emulsdes.

Além disso, os resultados sugeriram uma possivel estratificacdo da mucilagem em torno da fase
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oleosa, 0 que reflete a capacidade da mucilagem de chia atuar como agente emulsificante e
estabilizante.

Por ser um biopolimero natural, hidrofilico, com alto teor de fibras e capaz de estabilizar
emulsdes 6leo em agua, a mucilagem de chia constitui uma alternativa promissora para ser
utilizada tanto no micro como no nanoencapsulamento, com grande potencial de exploragdo na

area de alimentos.

4.1.3.2 Mucilagem de cacto Opuntia ssp.

O cacto (género Opuntia, familia Cactacea) € uma planta nativa do continente americano,
também cultivada nos paises mediterraneos, Africa central e do Sul, Oriente médio, Austrélia
e India. O cultivo comercial é realizado na Italia, México, Espanha, Brasil, Chile, Argentina e
Califérnia (STINTZING E CARLE, 2005). As cactaceas sdo conhecidas por suas vantagens
econdmicas e agrondmicas, por serem capazes de suportar a escassez de agua, altas
temperaturas e solos pobres em nutrientes (STINTZING E CARLE; 2005; SEPULVEDA et al.,
2007).

O cacto Opuntia ssp. também conhecido como “pera espinhosa” ou “cacto nopal” € o cacto
comestivel mais cultivado no mundo (VILLASENOR, 2008). Estes cactos possuem duas partes
comestiveis. Uma delas ¢é a “haste carnuda”, também conhecida como cladddio, caule de cacto,
folha de cacto ou “nopalito”. A outra parte comestivel sdo os frutos, que possuem casca grossa,
polpa de sabor delicado e um grande nimero de sementes (EL-SAMAHRY et al., 2006).

Os cladddios dos cactos possuem alto teor de fibras, incluindo a pectina, lignina, celulose,
e hemicelulose (DE SANTIAGO et al., 2018). Além disso, plantas pertencentes a familia das
cactaceas possuem frutos e cladddios mucilaginosos, que quando manipulados ou cortados
secretam um fluido caracteristico, tendo como principal constituinte a mucilagem
(CARDENAS E GOYCOOLEA, 1997). Na fisiologia das plantas, a mucilagem desempenha
um papel importante, assegurando baixa transpiracdo para adaptacdo em climas aridos, visto
que as cactaceas se desenvolvem em condigdes de estresse (ALVAREZ et al., 1992).

A mucilagem obtida das espécies de cactos é caracterizada pela sua capacidade de absor¢édo
de 4gua e de se tornar viscosa em solucdo. Devido a estas caracteristicas € um componente com
excelentes perspectivas para aplicacdes industriais (SAENZ et al., 2004). Os cladodios de
cactos Opuntia ssp. sdo considerados fonte potencial de polissacarideos, como pectinas e
mucilagens que podem ser utilizadas como hidrocoloides pela indlstria de alimentos
(MEDINA-TORRES et al., 2000; SAENZ et al., 2004; SEPULVEDA et al., 2007). Tais
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hidrocoloides s&o utilizados como aditivos alimentares para modificar a aparéncia, sabor,
textura e estabilidade de sopas processadas, paes, sorvetes e bebidas (DOGAN et al., 2007).

A estrutura quimica de mucilagens provenientes de cladddios das cactaceas do género
Opuntia de diferentes espécies tem sido estudada. Amin et al. (1970), avaliaram a mucilagem
obtida de Opuntia ficus indica e a descreveram como um polissacarideo neutro de
aproximadamente 55 residuos, sem acido urdnico, contendo arabinose, ramnose, galactose e
xilose. Em contrapartida, Trachtenberg e Mayer (1980), reportaram que a mucilagem de O.
ficus indica é composta por arabinose, galactose, ramnose, xilose e &cido galacturdnico. De
acordo com os autores, a diferenca na composicdo da mucilagem se deve a sua contaminagéo
com outros componentes da parede celular ou métodos de purificacdo que nao foram eficazes
(SAENZ et al., 2004). Esses interferentes também explicam as diferencas obtidas por diferentes
autores em relacdo a massa molar. Cardenas et al. (1997), indicaram que a massa molar da
mucilagem de O. ficus indica ¢é de 3,0 x 10°, ja Medina-Torres et al. (2000) encontraram um
valor menor de 2,3 x 10% enquanto que Trachtenberg e Mayer (1980) encontraram um valor
superior de 4,3 x 106,

Kalegowda et al. (2017) avaliaram as caracteristicas de mucilagem extraida dos cladddios
de Opuntia dillenii (Ker-Gawl) Haw e encontraram ramnose, arabinose, xilose, galactose,
glicose e acido urénico como principais acticares e massa molar de 1,9 x 108 kDa.

Outros minerais como célcio e potassio, carboidratos e fibras, também fazem parte da
composi¢cdo da mucilagem do cacto Opuntia ssp. Sepulveda et al. (2007) relataram que a
mucilagem seca de O. ficus indica possui em média 5,6% de umidade, 7,3% de proteinas, 37,3%
de cinzas, 1,14% de nitrogénio, 9,86% de calcio e 1,55% de potéassio.

As mucilagens extraidas de cacto podem ser utilizadas na inddstria de alimentos,
cosmeéticos, farmacéutica, entre outras. Esses polissacarideos tem a capacidade de absorver
grandes quantidades de agua e podem se dissolver e se dispersar, formando coloides viscosos
ou gelatinosos (LOPEZ, 1995). Devido as suas propriedades emulsificantes, a mucilagem de
O. ficus indica € um hidrocoloide promissor para ser utilizado na industria de alimentos
(MEDINA-TORRES et al., 2000; SAENZ, 2002). Seu uso ja foi estudado na producio de
coberturas comestiveis para aumentar a vida de prateleira de morangos (DEL-VALLE et al.,
2005), fatias de kiwi (ALLEGRA et al., 2016), e figos (ALLEGRA et al., 2017). Aquino et al.
(2009), também avaliaram o efeito da mucilagem de O. ficus indica como pré-tratamento para
inibir o escurecimento de bananas durante secagem convectiva. O uso da mucilagem também

foi avaliado no desenvolvimento de filmes biodegradaveis (ESPINO-DIAZ et al., 2010).
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Recentemente, estudos apontaram o uso da mucilagem de cacto O. ficus indica combinada
com outros materiais de parede no microencapsulamento. Zamora-Vega et al. (2012),
microencapsularam Sacharomyces boulardii utilizando alginato de s6dio combinado com
inulina e mucilagem e observaram que a levedura encapsulada apresentou maior contagem e
células mais viaveis quando comparado com a levedura livre ap6s 30 dias de armazenamento a
4 °C. Os autores também relataram que a levedura, encapsulada e livre, demonstraram
viabilidade celular de 76,1% e 63,3%, respectivamente apds 35 dias de armazenamento.

Otalora et al. (2015) microencapsularam betatalainas obtidas dos frutos do cacto O. ficus
indica por atomizagdo com mucilagem extraida do cladddio do cacto e maltodextrina como
materiais de parede. Como resultado deste estudo, foi apontado que a adi¢do de mucilagem do
cacto aumentou a eficiéncia de encapsulacdo, diminuiu o conteddo de umidade das
microcapsulas, o que garantiu maior estabilidade, além de ter contribuido para a formacéo de
particulas com alto contetido de fibras e mais uniformes em forma e tamanho. Sendo assim, a
partir dos resultados deste estudo, foi possivel perceber que a mucilagem estudada é uma fonte
promissora de polissacarideos que pode ser utilizada no encapsulamento com potencial de uso
na industria de alimentos.

Medina-Torres et al. (2013) avaliaram as caracteristicas da mucilagem de O. ficus indica
seca por atomizacao e 0 seu potencial para microencapsular &cido galico pelo mesmo processo
de secagem. Os autores concluiram que através da secagem por atomizacao foi possivel obter
a mucilagem, que se apresentou como um pé estavel com tamanho de particula pequeno e alta
viscosidade. Ainda, o estudo comprovou a eficacia da mucilagem do cacto como material de
parede, devido ao aumento da estabilidade do acido galico microencapsulado.

Tendo em vista a ampla aplicacdo que a mucilagem de cacto Opuntia ssp. possui, além de
suas caracteristicas promissoras para utilizacdo no encapsulamento, a exploracdo de novas
espécies provenientes desse género, constitui uma alternativa viavel para obtencdo de

hidrocoloides naturais que substituam polimeros sintéticos no nanoencapsulamento.

4.1.3.2.1 Mucilagem de cacto da espécie Opuntia monacantha

O género Opuntia esta representado no Brasil por mais de 150 espécies, que séo
comumente conhecidas como “opuntias” ou “palmas-forrageiras” (TAYLOR E ZAPPI, 2004).
Scheinvar (1985) identificou duas espécies de cactos selvagem de Opuntia (O. dillenii var.
reitzii Scheinvar e O. monacantha (Willd.) Haw) exclusivas na vegetagéo da restinga no estado

de Santa Catarina.
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A espécie de cacto Opuntia monacantha Haw. pertencente a familia das cactaceas é nativa
do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai e foi introduzida e naturalizada na Austrélia, China,
Cuba, Himalaias, india e Africa do Sul (VALENTE et al., 2010). No Brasil, a espécie esta
distribuida nos estados da Bahia, Sergipe, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ZAPPI E TAYLOR, 2018). Na regido
costeira do sul do Brasil, a Opuntia monacantha apresenta uma distribuicdo mais ampla do que
outras espécies do género O. megapotamica e O. viridirubra, por exemplo (KINUPP et al.,
2011).

A O. monacantha pode ser utilizada para a criagdo de cochonilhas a fim de se obter corantes
naturais, como o vermelho-carmim que é utilizado para aplicacdo em alimentos, tais como
iogurtes e bebidas alcodlicas. As espécies de cochonilha crescem espontaneamente sobre a O.
monacantha, formando col6nias esbranquicadas (KINUPP et al., 2011).

Além disso, a O. monacantha representa uma fonte potencial para extracdo de
polissacarideos mucilaginosos. Assim como outras espécies do género Opuntia, a O.
monacantha possui “hastes modificadas” (cladodios) que geralmente possuem formato oblongo
ou oblongo-espatulado (LENZI E ORTH, 2012). Segundo Yang et al. (2008), os
polissacarideos extraidos dos cladddios de O. monacantha apresentam efeito anti-diabetes e
moderada atividade anti-tumor (VALENTE et al., 2007).

Valente et al. (2010) analisaram os constituintes quimicos dos cladddios do cacto de O.
monacantha e concluiram que o perfil nutricional encontrado € similar ao da espécie Opuntia
ficus indica. Dick et al. (2018) extrairam mucilagem do cacto da espécie Opuntia monacantha
e avaliaram suas caracteristicas fisico-quimicas. Os autores relataram que a mucilagem
apresentou alta solubilidade (> 85 %), boa capacidade emulsificante e promoveu estabilidade
em emulsdes com diferentes proporcBes de 6leo, o que torna viavel seu uso como agente
emulsificante ou estabilizante.

A mucilagem proveniente do claddédio de cacto Opuntia monacantha, apesar de ndo ser
muito explorada, representa potencial para ser utilizada como material estruturante no
nanoencapsulamento por se tratar de um biopolimero natural. Além disso, esta mucilagem é de
facil obtencdo, considerando que a espécie Opuntia monacantha esta presente em abundancia
no estado do Rio Grande do Sul. Sendo assim, € importante avaliar o potencial tecnoldgico

deste polissacarideo como material estruturante no nanoencapsulamento.

50



5 APLICACAO DA NANOTECNOLOGIA EM ALIMENTOS

A aplicacdo da nanotecnologia no setor de alimentos apresenta grande crescimento no
campo da investigacdo cientifica. Sistemas de liberacdo controlada de compostos conferidos
pela nanoencapsulacdo, nanobiossensores para deteccdo e quantificacdo de patdgenos, de
compostos organicos e de alteragdes em alimentos, ja tém sido estudados e apresentam
resultados promissores na area de alimentos (LIAKOS et al., 2018).

O mercado de produtos nanotecnoldgicos na industria de alimentos se aproximou a US$ 1
bilhdo, conforme relatado por Bernardes et al. (2014), onde a maior parte investida esta em
bebidas e em embalagens contendo nanoparticulas. De acordo com a Future Market Insights
(FMI) é previsto um crescimento de 9,4 % ao ano no mercado de encapsulamento no setor
alimenticio, o que representard US$ 5464,6 milhdes até 2020 (FMI, 2015).

Através do uso de nanoparticulas com propriedades antimicrobianas em embalagens para
alimentos, por exemplo, é possivel aumentar a vida de prateleira e seguranca microbioldgica
dos produtos, devido a liberacdo gradual de compostos antimicrobianos ao longo do
armazenamento, que conferem protegéo contra a deterioragdo (DUNCAN, 2011).

Os principais lideres mundiais da industria de alimentos como Kraft, H.J Heinz, Nestlé,
Unilever e Hershey’s estdo investindo fortemente na pesquisa e desenvolvimento da
nanotecnologia para aplicacdo em produtos alimenticios como leite, vegetais, carnes e produtos
de panificacdo (PATEL et al., 2018).

A nanotecnologia tem sido apontada por revolucionar diversos setores, como a agricultura
e aindustria de alimentos, desde a producéo, processamento, até o armazenamento. A aplicacédo
da nanotecnologia no setor de alimentos representa uma possibilidade de gerar inovacgdes nas
caracteristicas de produtos alimenticios, tais como textura, atributos sensoriais, cor e sabor
(LIAKOS et al., 2018). As principais funcdes e vantagens de se aplicar a nanotecnologia em
alimentos sdo: aumento da estabilidade e protecdo de compostos contra a degradacao durante o
processamento, armazenamento e distribuicdo; aumento da bioacessibilidade de ingredientes
funcionais, enaltecendo seu valor nutricional; e aumento da vida util de alimentos através do
uso de nanoestruturas, que podem conferir propriedades antioxidantes (PONCE et al., 2018).

A reducdo do tamanho da particula para a escala nano pode melhorar a disponibilidade, a
entrega e a dispersdo de compostos bioativos e, portanto, sua atividade bioldgica. Sendo assim,
a nanotecnologia pode ser utilizada para solubilizar e dispersar compostos lipofilicos, como os
carotenoides em alimentos com alto conteido de agua, como sucos e outras bebidas (PONCE
etal., 2018).
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llyasoglu & EI (2014) ao realizar o nanoencapsulamento de 6leo de peixe com caseinato
de sédio e goma ardbica como material de parede, aplicaram as nanoparticulas obtidas em suco
de frutas e avaliaram as caracteristicas sensoriais da bebida e a bioacessibilidade de EPA +
DHA ao final da digestdo in vitro. De acordo com os resultados, o suco de frutas contendo as
nanoparticulas apresentou uma boa aceitacdo sensorial e 0 nanoencapsulamento proporcionou
uma bioacessibilidade de 47,37 + 10,65% de EPA + DHA no suco, ao final da simulacéo do
processo digestivo.

Ghorbanzade et al. (2017) avaliaram a influéncia da incorporagédo de nanolipossomas de
6leo de peixe nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de iogurte comercial. A adi¢do de
nanolipossomas resultou em uma diminuicdo da acidez, sinérese e indice de peréxidos do
produto, aléem de um aumento da estabilidade do 6leo de peixe. Além disso, o iogurte contendo
nanolipossomas de 6leo de peixe apresentou caracteristicas sensoriais similares ao iogurte
controle (sem adigdo de nanolipossomas).

Medeiros et al. (2019) nanoencapsularam B-caroteno extraido de meldo, utilizando proteina
do soro de leite concentrada e isolada e gelatina como material de parede. Nesse estudo, foi
avaliada a influéncia da adicao das nanoparticulas e do extrato livre nas caracteristicas de cor e
estabilidade de iogurte comercial. Os iogurtes contendo as nanoparticulas apresentaram 4 % de
perda da cor amarela (pardmetro b*), enquanto que o0s iogurtes contendo o extrato livre
apresentaram uma reducao de 48 %, ao final de 60 dias de armazenamento a 4 °C. Além disso,
foi observado que através do nanoencapsulamento foi possivel promover uma maior dispersédo
do carotenoide no iogurte, que apresentou uma coloracdo amarela homogénea, o que ndo
ocorreu para o iogurte contendo extrato livre, que demonstrou perda de coloracdo e uma
aparéncia heterogénea, devido ao carotenoide que nao se dispersou totalmente na matriz.

No entanto, pesquisas que avaliem a influéncia da aplicacdo da nanotecnologia em

alimentos ainda sdo limitadas, sendo necessario o aprofundamento de estudos nessa area.
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CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS
7 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Compostos Bioativos, do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). As analises de diametro, potencial zeta e viscosidade das nanoparticulas de 6leo de
chia foram realizadas na Faculdade de Farmécia (UFRGS); as andlises de microscopia
eletronica foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) ~-UFRGS; e as analises
no infravermelho (FTIR), foram realizadas no laboratério de multitécnicas do Instituto de
Quimica da UFRGS.

7.1 Materiais

O 6leo de chia (Pazze Alimentos®) e o Goji berry foram adquiridos no mercado local (Porto
Alegre, Brasil). As sementes de chia para extracdo da mucilagem foram obtidas do estado de
Jalisco, México. A mucilagem de cacto foi extraida dos cladddios de cacto da espécie Opuntia
monacantha obtidos da cidade de Viamao, RS, Brasil. O Tween 80® e o etanol utilizados no
preparo das nanoparticulas, foram obtidos da Dinamica (Sao Paulo, Brasil) e o &cido acético da
Neon (Séo Paulo, Brasil). Os demais reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.

O leite integral (Tirol®), leite em pd desnatado (CCGL®), goma xantana e goma guar (Foco
Alternativo®) e o fermento para o preparo de iogurte (BioRich®) foram obtidos no comércio

local (Porto Alegre, Brasil).

7.2 Extracdo das mucilagens para uso como material estruturante
7.2.1 Extracao da mucilagem de chia

A mucilagem de chia foi obtida através da metodologia proposta por Dick et al. (2015),
com algumas modificagcdes. As sementes de chia foram imersas em &gua na proporg¢éo de 1:30
(p/v) e mantidas sob agitacdo em um agitador mecanico com hélice (Edutec, EEQ9008A-2,
Curitiba, Brasil) por 2 h em temperatura ambiente (25 °C) (Figura 7a). Logo ap6s a mucilagem
foi separada das sementes de chia por centrifugacdo (HITACHI High-Speed Refrigerated,
modelo CR21GllIl, Ibaraki, Japdo) a 9000 x g por 30 minutos. Apos isso, a mucilagem
firmemente aderida as sementes foi separada com o auxilio de uma peneira e uma bomba a

vacuo (Figura 7b). Ao final, a mucilagem foi filtrada utilizando uma malha fina a fim de
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remover pequenas particulas. A mucilagem foi entdo seca em estufa com circulagdo forgcada de
ar (DeLeo, modelo BSAFD, Porto Alegre, Brasil) a 60 °C por 18 h e colocada em sacos plasticos
fechados com vacuo até o momento do uso. A Figura 7c mostra a mucilagem de chia apds

secagem, pronta para uso.

Figura 7- Etapas principais da extracdo da mucilagem da chia: (a) imerséo das sementes em
agua e agitacdo; (b) separacdo da mucilagem da semente com auxilio de peneira e bomba a

vacuo; (c) mucilagem de chia apos secagem.

Fonte: o autor.

7.2.2 Extracdo da mucilagem do cladddio de cacto (Opuntia monacantha)

A mucilagem de cacto foi obtida a partir de cladédios de cacto da espécie Opuntia
monacantha (Figura 8a). Os cladddios foram cortados e triturados em um processador de
alimentos (Philips Walita®, modelo RI17762/91, So Paulo, Brasil) (Figura 8b) e a polpa obtida
foi misturada com agua na propor¢do de 1:2 m/v (polpa:agua), agitada mecanicamente e
aquecida a 80 °C durante 30 minutos, filtrada a fim de remover fragmentos e centrifugada
(10000 g, 20 min, 20 °C) (Hitachi, modelo CR 21Glll, Japao). O sobrenadante foi precipitado
com etanol 95 % (Figura 8c) na proporcao de 1:3 v/v (sobrenadante:alcool) e mantido durante
a noite em geladeira a 4 °C. Apds precipitacdo, a mucilagem foi recuperada por filtracdo a
vacuo, lavada duas vezes com etanol 95% e seca a 45 °C por aproximadamente 16 h em uma
estufa com circulacdo forcada de ar (DelLeo, modelo B4AFD, Porto Alegre, Brasil). Para a
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obtencédo do pd de mucilagem, o material seco foi triturado com gral e pistilo, peneirado com o
auxilio de uma peneira de 60 mesh e armazenado protegido da luz e umidade até o uso. A Figura

8d mostra a mucilagem de cladodio de cacto ap0s secagem, pronta para 0 uso.

Figura 8 - Etapas principais da extracdo da mucilagem: (a) cladddios higienizados e secos; (b)
trituracdo dos cladddios em processador; (¢) precipitacdo do sobrenadante com etanol 95 %; (d)

mucilagem do cladddio de cacto apds secagem.

Fonte: o autor.

7.3 Composigao centesimal da mucilagem de chia

A composic¢do da mucilagem de chia foi analisada conforme o método da AOAC (2005).
O teor de proteina foi determinado de acordo com o método de Kjeldahl, utilizando fator de
correcdo de 6,25. O teor de cinzas foi determinado em mufla (Elektro Therm Linn, modelo
312.6 SO LM 1729, Eschenfelden, Alemanha) a 550 °C. O conteudo de umidade foi
determinado por gravimetria através de pesagem da amostra antes e ap0s secagem em estufa
(De Leo, modelo 48 TLK, Porto Alegre, Brasil) a 105 °C por aproximadamente 24 h. Um
extrator Soxhlet (Foss Soxtec,modelo 2055, Sao Paulo, Brazil) foi utilizado para determinacgao
do contetdo de lipidios. Para a determinacdo de fibras totais, fibra dietética soltvel e fibra
dietética insoltvel, um método enzimatico-gravimétrico foi utilizado, com reducéo do peso da
amostra para 0,1 g devido ao aumento da viscosidade causado pela mucilagem, como citado
por Mafias et al. (1994). Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos em g/ 100g em base seca.
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7.4 Preparo das solucdes de mucilagem

Tanto para o preparo da solucdo de mucilagem de chia como da mucilagem de cladddio de
cacto, as mucilagens secas foram dissolvidas em agua (0,1 % m/v) e agitadas em um agitador
mecéanico com hélice (Edutec, modelo EEQ9008A-2, Curitiba, Brasil) por 2 h em temperatura
ambiente (25 °C) a fim de homogeneizar as solugdes. As solugfes foram mantidas durante a
noite sob refrigeracdo, para completa hidratacdo e o pH foi ajustado para 4 com &cido acético

1M para prevenir crescimento microbiano.
7.5 Preparo das nanoparticulas de éleo de chia (CSO-NP)

As nanoparticulas de 6leo de chia foram produzidas de acordo com a metodologia descrita
por Herculano et al. (2015), com modificacBes. Inicialmente, testes preliminares foram
realizados para estudar a influéncia da concentracdo do 6leo no tamanho da particula. Para este
fim, formulagdes foram preparadas utilizando diferentes concentragdes de 6leo de chia (0,5,
0,75 e 1,25 mg/mL), correspondentes a 10, 15 e 25 mg de Oleo, respectivamente. As
formulacGes foram avaliadas imediatamente ap6s o preparo, em relacdo ao diametro da
particula, para definir a formulacdo ideal (de menor tamanho de particula e distribuicao
unimodal), que foi denominada CSO-NP.

Para a producédo das CSO-NP, a fase organica foi preparada com Tween 80 (13,5 mg) e
6leo de chia (25 mg) diluidos em 4 mL de etanol, mantidos sob agitagdo em um agitador
magnético (Fisatom, modelo 752A, Sdo Paulo, Brasil) por 15 minutos; a fase aquosa foi
preparada com mucilagem de chia (0,1% m/v). A fase organica foi adicionada gota a gota com
0 auxilio de uma ponteira em 20 mL da fase aquosa durante homogeneiza¢do em Ultra-Turrax
(IKA Ultra Turrax® digital, modelo T25, Staufen, Alemanha) a 8000 rpm e a solugdo foi
mantida em agitacdo durante 15 minutos, para formacdo das nanoparticulas. A Figura 9 mostra
as etapas de producdo das nanoparticulas e a formulacdo final logo apds o preparo. Uma
emulséo de oleo de chia contendo Tween 80 (13,5 mg) e 6leo de chia (25 mg) diluidos em
etanol (4 mL) na fase organica e agua destilada (20 mL) na fase aquosa, também foi preparada

utilizando o mesmo método, a fim de ser utilizada para comparacao no teste de estabilidade.
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Figura 9 - Etapas do preparo das nanoparticulas de 6leo de chia (CSO-NP).
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7.6 Obtencao do extrato de zeaxantina

Para a elaboracdo do extrato de zeaxantina, utilizou-se a metodologia proposta por
Mercadante e Rodriguez-Amaya (1998). Inicialmente, pesou-se 1 g de Goji berry em tubos
falcon, adicionou-se 25 mL de acetona gelada e homogeneizou-se por 30 segundos em Ultra-
Turrax (IKA Ultra Turrax® digital, modelo T25, Staufen, Alemanha). A extragio dos pigmentos
com acetona gelada foi realizada até a completa descoloracdo da amostra e entdo o extrato foi
transferido para um funil de separacdo contendo éter etilico e éter de petrdleo; ap6s vérias etapas
de lavagem com &gua destilada, foi submetido a saponificacdo com solugdo de KOH 10 % em
metanol a temperatura ambiente (25 °C) durante a noite. O extrato saponificado foi
posteriormente lavado com agua destilada para remocdo dos alcalis e concentrado em rota
evaporador (Fisatom, modelo 801/802, Sdo Paulo, Brasil) a 35 °C. A amostra foi transferida

para um frasco &mbar, seca em corrente de nitrogénio e armazenada a -18 °C até o uso.

7.7 Determinacéo da pureza do extrato de zeaxantina

A pureza do extrato de zeaxantina foi avaliada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em um cromatografo (Agilent series 1100, California, EUA) (Figura 10),
equipado com um desgaseificador online, bomba quaternaria, e injetor automatico com coluna
C 30 YCM (250 x 4,6 mm d.i. X 3 um tamanho da particula) acoplada e ambientada a 33°C.
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Figura 10 - CLAE com detector UV e coluna C 30.

Fonte: o autor.

A fase movel utilizada foi composta por éter metil-terc-butilico/metanol, em uma
proporc¢do de 50:50 (v/v) por 5 minutos e o gradiente de eluicdo utilizado na andlise teve um
fluxo de 1 mL/min. Os cromatogramas foram processados no comprimento de onda maximo de
absorcédo da zeaxantina (450 nm). O processamento dos dados foi realizado através do software
ChemStation®. A zeaxantina foi quantificada através de uma curva de calibragdo com
coeficiente R? = 1,00. As amostras obtidas foram filtradas antes da injecdo (0,45 um, Millex
com membrana modificada de PTFE para solventes aquosos e organicos, Millipore, Sdo Paulo,
Brasil). Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico e foram filtrados através
de uma membrana de filtragdo de vacuo Millipore de 0,22 pum especifica para solventes

organicos (Millipore, Barueri, Sdo Paulo).

7.8 Determinacdo da concentracdo do extrato de zeaxantina para preparo das
nanoparticulas

Para determinacdo da concentracao do extrato de zeaxantina, o extrato foi diluido em 5 mL
de etanol e mantido em ultrassom (Unique, modelo USC 1400A, S&o Paulo, Brasil) por 5
minutos para completa solubilizacdo. Logo apds, o extrato foi centrifugado (3000 x g, 10 min,
20 °C) (Sigma, modelo 4 K15, Osterode am Harz, Alemanha) para remover possiveis particulas

remanescentes. Depois disso, uma aliquota de 50 pL foi diluida em 5 mL de etanol, e a
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absorbancia do extrato foi medida em um espectrofotdometro (Shimadzu, UV-1800, Quioto,
Japdo) a 450 nm.

7.9 Preparo das nanoparticulas de zeaxantina (Zea-NP)

As nanoparticulas de zeaxantina foram produzidas pelo método proposto por de
Campo et al. (2017), com algumas modificacdes. A concentracdo de mucilagem de cladodio de
cacto e a quantidade de 6leo de chia foram definidas em testes preliminares, que foram
realizados a partir de um planejamento experimental 22 para avaliar o efeito destas variaveis no
didmetro médio das nanoparticulas. Para isto, diferentes concentracdes de mucilagem de chia
(0,1; 0,2; 0,55; 0,9 ou 1%) e de Oleo de chia (20, 26, 40, 54 ou 60 mg) foram testadas. Estas
formulacGes foram submetidas a analise do didametro médio da particula imediatamente apds o
preparo e a formulagdo que apresentou maior quantidade de 6leo e menor valor em relagdo ao
diametro foi utilizada para testar a influéncia de diferentes concentracfes de zeaxantina (10,
20, 30 ou 40 pg/mL) sobre o tamanho da particula. As formulacdes contendo zeaxantina
também foram avaliadas em relacdo ao diametro médio logo apo6s o preparo e a formulagéo
6tima (menor didmetro e melhor distribui¢do) foi denominada Zea-NP.

Para o preparo das Zea-NP, a fase orgénica foi constituida por 13,5 mg de Tween 80®,
40 mg de 6leo de chia e zeaxantina na concentracdo de 30 pug/mL, que foram dissolvidos em
4 mL de etanol sob agitacdo em um agitador magnético (Fisatom, modelo 752A, Sao Paulo,
Brasil) durante 15 min. A fase organica foi injetada gota a gota em 20 mL da fase aquosa
composta por mucilagem de cacto (0,1% p/v) com auxilio de uma ponteira sob homogeneizacéo
em Ultra Turrax (IKA Ultra Turrax® digital, modelo T25, Staufen, Alemanha) a 8000 rpm por
15 min. Depois disso, as nanoparticulas foram submetidas a homogeneizacdo a alta pressao
(Avestin, modelo EmulsiFlex-C3®, Ottawa, Canada) durante 3 ciclos a 500 bar, a fim de tornar
mais homogéneo o perfil de distribuicdo das particulas. A Figura 11 mostra as etapas de
producdo das nanoparticulas de zeaxantina e a formulag&o final logo ap6s o preparo.

Uma nanoemulsdo de zeaxantina (Zea-NE) contendo Tween 80 (13,5 mg), 6leo de chia
(40 mg) e zeaxantina (30 ug/mL) tambem foi preparada utilizando o mesmo método, para fins

comparativos.
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Figura 11 - Etapas do preparo das nanoparticulas de zeaxantina (Zea-NP).
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7.10 Caracterizacao das nanoparticulas

As nanoparticulas de 6leo de chia foram avaliadas quanto ao didmetro médio da particula,
valor de span, potencial zeta, viscosidade, pH, eficiéncia de encapsulacdo por cromatografia
gasosa, capacidade de carga, propriedades morfoldgicas, propriedades térmicas (TGA e DSC)
e espectroscopia no infravermelho; a estabilidade das nanoparticulas e da emulsdo de 6leo de
chia foi avaliada através do teste de oxidacdo em condicdes aceleradas.

As nanoparticulas de zexantina foram avaliadas quanto ao diametro médio da particula,
valor de span, potencial zeta, viscosidade, pH, eficiéncia de encapsulagdo por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, propriedades morfolGgicas, propriedades térmicas (TGA),
espectroscopia no infravermelho e cor. A nanoemulsdo de zeaxantina foi caracterizada em
suspensdo quanto ao diametro médio da particula, valor de span, potencial zeta, pH,
viscosidade, cor e propriedades morfoldgicas. Tanto as nanoparticulas como a nanoemulsao
tiveram sua estabilidade avaliada através da exposi¢do a diferentes temperaturas.

Para as andlises de propriedades térmicas e espectroscopia no infravermelho ambas as
nanoparticulas desenvolvidas foram liofilizadas (Freeze Dryer Liotop, modelo L101, Sao
Paulo, Brazil) a—58 °C por 24 h.

7.10.1 Diametro médio da particula

O diametro médio da particula (Da4,3) e 0 valor de span foram determinados por difracdo a
laser (LD) (Mastersizer 2000®, Malvern Instruments, Reino Unido) (Figura 12). O indice de

refracdo utilizado foi de 1,330 para agua e 1,335 para a mucilagem de chia e mucilagem de
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cacto. As amostras foram dispersas em agua e as leituras foram realizadas em triplicata. Os
dados foram analisados pelo programa de software Mastersizer 2000® , versdo 5.61 e o valor

de span foi obtido de acordo com a equagéo 1:

do,1 —doo

2o )

Onde: do,1 € 10%, do,g 90% e do,5s 50% do tamanho das particulas.

Span =

Figura 12 - Equipamento Mastersizer utilizado para medir didmetro da particula e valor de
span.

7.10.2 Potencial zeta

O potencial zeta das nanoparticulas foi obtido por mobilidade eletroforética, utilizando o
equipamento Zetasizer, Nano ZS, Malvern®, Reino Unido (Figura 13), usando NaCl 0,1 M
como dispersante (1:40 v/v). Os resultados foram analisados pelo programa de software

Zetasizer 7.11.

Figura 13 - Equipamento Zetasizer, Nano ZS utilizado para medir potencial zeta.
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7.10.3 Viscosidade

A viscosidade de CSO-NP foi medida logo apds seu preparo utilizando um viscosimetro
rotacional (Brookfield®, modelo DV + 11 Pro spindle LV2, Middleborough, EUA) (Figura 14a)
a 25 °C e os resultados foram analisados pelo software Brookfield Rheocalc 32 software. Para
determinacéo da viscosidade de Zea-NP foi utilizado um redmetro (Thermo Scientific, modelo
HAAKE Mars 111, Waltham, EUA) (Figura 14b) com uma taxa de cisalhamento variando de
10,1 a 800 s * e banho termostatico (Thermo Scientific, modelo HAAKE A10, Waltham, EUA)
a 25 °C. Os resultados foram analisados pelo software HAAKE RheoWin 4.75.0000.

Figura 14 - (a) Viscosimetro rotacional Brookfield; (b) Reébmetro HAAKE.

7.10.4 pH

O pH das amostras foi medido em triplicata, diretamente nas suspensdes sem diluigdes
prévias, utilizando um pHmetro (Quimis, modelo Q-400A0, Sao Paulo, Brasil) a 25 °C.

7.10.5 Determinacdo do teor de 6leo de chia das CSO-NP

A composicdo e o teor de 6leo de chia nas CSO-NP foram determinados em um
cromatégrafo gasoso (CG-FID, SHIMADZU, modelo GC-2010 Plus, Quioto, Japéo)
(Figura 15), com uma coluna capilar de silica fundida SLB-IL 100, Supelco® (30 m x 0,25 mm
x 0,2 um), injetor automatico Split (1/50) e detector de ionizagdo de chama acoplado. A
temperatura inicial da coluna foi mantida a 50 °C por 3 min e elevada para 240 °C a taxa de
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3 °C/min. O gés de transporte utilizado foi o hidrogénio (20 cm/s) a um um fluxo de 1 mL/min
e 0 volume injetado foi de 1 pL.

Para determinacdo do teor total de 6leo de chia nas nanoparticulas, o 6leo de chia foi
extraido segundo o método proposto por Timilsena et al. (2016), com algumas modificacdes.
A fim de romper as nanoparticulas, 40 mL de &cido cloridrico 4 N foram adicionados as
nanoparticulas e agitados em vortex (IKA® vortex, modelo VG 3S32, Carolina do Norte, EUA)
por 1 min. Posteriormente, 20 mL de hexano foram adicionados, a fim de reter o éleo liberado
e a solucdo foi colocada em vortex por mais 1 minuto. Logo apds, as solucdes foram transferidas
para erlenmeyer e permaneceram sob agitacdo em um shaker (CERTOMAT® shaker, modelo
MO II, Alemanha) durante 4 h para facilitar a total migracdo do 6leo para o hexano. A fase
contendo o solvente e 6leo foi separada em um funil de separacdo, onde foram feitas lavagens
com solucdo saturada de NaCl. As amostras foram transferidas para um tubo, secas em corrente

de N2 e congeladas a — 18 °C até o uso.

Figura 15 - Cromatdgrafo gasoso com detector de ionizagcdo de chama.

Fonte: o autor.

7.10.6 Derivatizacdo dos acidos graxos

Antes da injecdo no cromatdgrafo gasoso, os acidos graxos foram derivatizados em ésteres
metilicos, para torna-los volateis e aumentar sua estabilidade, permitindo sua identificac&o por
cromatografia gasosa. Para este procedimento, a metodologia descrita por Joseph e
Ackman (1992) foi utilizada, onde inicialmente o 6leo de chia foi saponificado utilizando uma
solugéo metanolica de NaOH 0,5 N. O teor de ésteres metilicos dos acidos graxos (FAME), foi
identificado através de comparacdo do tempo de retengdo com o padrdo FAME (FAME MIX

Supelco® 37, Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), que foi utilizado como padréo externo. Como
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padrdo interno, utilizou-se 2,6-dit-butil-p-hidroxitolueno (BHT) a uma concentracdo de 0,5
mg/mL. Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram quantificados atraves de normalizagdo de
area. As injecOes foram realizadas em triplicata e 0 processamento e aquisi¢do dos resultados

foram realizados pelo software GC solution.
7.10.7 Eficiéncia de encapsulacao das CSO-NP

A eficiéncia de encapsulacdo das CSO-NP foi avaliada por CG-FID, através da
determinacdo do Oleo encapsulado e o6leo livre (ndo encapsulado) na superficie das
nanoparticulas. Para determinacdo do contetdo total de éleo encapsulado, o 6leo de chia foi
extraido conforme mencionado no item 7.10.5.

O conteudo de 6leo livre (ndo encapsulado), foi determinado segundo metodologia
proposta por Timilsena et al. (2016), com modificagdes. Para tal, 20 mL de hexano foram
adicionados as nanoparticulas e agitados em vortex por 1 minuto para o 6leo livre migrar para
o solvente. Posteriormente, o solvente contendo o o6leo livre foi separado dos demais
constituintes em um funil de separacdo, onde foram feitas lavagens com solucdo saturada de
NaCl até o hexano ficar com aparéncia limpida. Ap6s, a amostra foi transferida para um tubo e
seca em corrente de N,. Para determinar o teor de ésteres metilicos dos &cidos graxos foi
realizada a derivatizacdo dos acidos graxos conforme metodologia citada no item 7.10.6 e a
quantificacdo e identificacdo foi realizada por CG-FID, onde FAME MIX foi utilizado como
padrdo externo e BHT como padréo interno. Para determinacdo dos ésteres metilicos dos &cidos
graxos foi realizada a comparacao do tempo de retencdo dos compostos com o FAME MIX. A

eficiéncia de encapsulacéo foi determinada segundo a equacao 2:

EE (%) = % x100  (2)

Onde: Ts € 0 conteldo total de ésteres de acidos graxos (mg/100g) no bleo de chia extraido
das nanoparticulas e Traq € 0 conteudo total de ésteres de acidos graxos (mg/100 g) do oleo de

chia livre (ndo encapsulado).
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7.10.8 Determinacdo do teor de zeaxantina nas nanoparticulas e eficiéncia de

encapsulacédo

O teor de zeaxantina nas nanoparticulas foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para quantificacdo, utilizou-se uma curva padréo de zeaxantina, diluida em
éter metil-terc-butilico (MTBE). A curva padrdo foi obtida através da representacdo gréfica das
areas dos picos de cinco diferentes concentracdes de zeaxantina (10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL).

Para determinacéo do teor, a zeaxantina foi extraida de uma aliquota das nanoparticulas e
nanoemulsdo (500 uL) com 2,5 mL de acetonitrila e foi homogeneizada em ultrassom por 30
min, seca em corrente de N2 e congeladas a -22 °C até o momento do uso. Antes da inje¢do, as
amostras foram diluidas em MTBE (1 mL), filtradas e em seguida, injetadas no cromatografo.

A eficiéncia de encapsulacdo das Zea-NP foi avaliada pela técnica de
ultrafiltragcao/ultracentrifugacdo. Para isso, 500 pL de Zea-NP foram submetidos a ultrafiltracéo
(Ultrafree Microcon 10,000 MW, Merck Millipore, Alemanha) e centrifugacéo (1690 x g, 15
min) em uma centrifuga de eppendorf (Hexis, modelo Mini Spin, Séo Paulo, Brasil). O filtrado
obtido contendo o carotenoide livre (ndo encapsulado) foi coletado e injetado em HPLC para
determinar o teor de zeaxantina livre. A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada dividindo-
se a diferenca entre a concentracdo total de zeaxantina e o teor de zeaxantina na fase aquosa

pela concentracéo total e multiplicando-se o resultado por 100 (VENTURINI et al., 2011).

7.10.9 Capacidade de carga

A capacidade de carga mede a relacdo percentual da quantidade do composto encapsulado
em relacdo a todos os constituintes que compde a nanoparticula. Para o calculo da capacidade
de carga, a massa total do composto encapsulado (obtida através da eficiéncia de encapsulacéo)
foi utilizada. A capacidade de carga foi entdo considerada dividindo-se a massa total do
composto encapsulado pela massa total dos constituintes das nanoparticulas e multiplicando-se
por 100.

7.10.10 Propriedades morfoldgicas

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada através de microscopia eletronica de
transmissdo (MET), no Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS. Para avaliar a

morfologia, a suspensdo de nanoparticulas foi diluida em &gua ultrapura na proporcéo de
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1:10 (v/v) e depositadas em grids de cobre (revestimento de formvar/carbono 400 mesh) por 5
minutos, utilizando como contraste negativo acetato de uranila em solugdo aquosa (2%). As
amostras foram colocadas em dessecador até o0 momento da analise e posteriormente foram
analisadas em microscopio (Jeol, modelo JEM 1200 Exll, Toquio, Japdo) operando a 80 kV

com uma magnitude de 200x (Figura 16).

Figura 16 - Microscopio eletronico de transmissao.

7.10.11 Propriedades térmicas (TGA e DSC)

As propriedades térmicas das nanoparticulas de 6leo de chia e zeaxantina, nanoemulsdo de
zeaxantina e das mucilagens de chia e de cladddio de cacto foram determinadas por analisador
termogravimétrico (PerkinElmer, modelo Pyris 1, Waltham, EUA) (Figura 17a) sob uma
atmosfera de nitrogénio. Em torno de 10-15 mg de amostra foram submetidas a diferentes taxas
de aquecimento (25 a 850° C a uma taxa de 10 °C/min™) e a perda de massa (%) foi avaliada
em funcéo da temperatura.

As propriedades térmicas das nanoparticulas de 6leo de chia e da mucilagem de chia foram
avaliadas também por calorimetria de varredura diferencial em um calorimetro (Shimadzu®,
modelo DSC 60, Quioto, Japéo) (Figura 17b) na faixa de temperatura de 25 a 400 °C com taxa
de aquecimento de 10 °C/min’, onde foram observados os picos endotérmicos e exotérmicos

das amostras.

81



Figura 17 - (a) Analisador termogravimétrico; (b) calorimetro.

7.10.12 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As nanoparticulas de éleo de chia e zeaxantina, o 6leo de chia e as mucilagens de chia e de
cladddio de cacto foram avaliadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier, utilizando pastilnas de KBr, em um espectrofotdmetro (Shimadzu®, modelo
IRPRESTIGE-21, Quioto, Japdo) (Figura 18), no modo transmitancia, operando nimero de

onda entre 400 e 4000 cm™ e 32 varreduras com uma resolucdo de 4 cm™! foram realizadas.

Figura 18 - Espectrofotémetro utilizado para a analise de FT-IR.

7.10.13 Analise colorimétrica

As medicdes de cor foram realizadas utilizando um colorimetro portatil (Konica Minolta®,
modelo CR 400, Toquio, Japao) (Figura 19). Os parametros colorimétricos foram obtidos de
acordo com a Comission Internationale de I'Eclairage (Sistema CIELAB) e foram determinados
os valores de L (luminosidade), parametro que varia de 0 a 100, onde valores mais préximos de

zero indicam amostras mais escuras e mais proximos a 100 caracterizam amostras mais claras;
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valores da coordenada a* (intensidade verde-vermelho), onde valores negativos indicam a
regido verde e valores positivos a regido vermelha; valores da coordenada b* (intensidade azul-
amarelo), onde valores negativos indicam a regido da cor azul e valores positivos a regido

amarela.

Figura 19 - Colorimetro utilizado para as medidas de cor.

7.10.14 Estudo de estabilidade das nanoparticulas
7.10.14.1 Estabilidade das CSO-NP em condicGes aceleradas

Para averiguar a estabilidade das nanoparticulas e emulsdo de 6leo de chia, as amostras
foram acondicionadas em uma camara (NewLab, modelo NL-41-01 A, Séo Paulo, Brasil)
(Figura 20) em condicOes aceleradas (40 + 1 °C), sem exposi¢cdo & luz. As amostras
permaneceram armazenadas por 28 dias em tubos de ensaio vedados com Parafilm e
semanalmente foram avaliadas em relacdo ao tamanho da particula, valor de span, potencial

zeta, pH e teor de 6leo, de acordo com as metodologias descritas anteriormente.
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Figura 20 - Camara BOD, utilizada no experimento de estabilidade.

7.10.14.2 Estabilidade das Zea-NP e Zea-NE em diferentes temperaturas

As nanoparticulas de zeaxantina e nanoemulsdo foram armazenadas em frascos ambar sob
refrigeracdo (4 °C), temperatura ambiente (25 °C), e em condic¢des aceleradas (40 °C) sem
exposicdo a luz por 28 dias. As amostras foram avaliadas semanalmente durante o periodo de
armazenamento em relacdo a sua estabilidade quimica, analisada através de medicGes de pH,
cor e teor de zeaxantina; e em relacdo a sua estabilidade fisica através da avaliacdo do diametro

da particula e valor de span, de acordo com as metodologias descritas anteriormente.

7.11 Producéo do iogurte

Para o preparo do iogurte, o leite integral foi aquecido até 40 °C em banho-maria e foi
adicionado leite em pd desnatado (10% m/v). Essa mistura foi mantida em agitacdo em um
agitador mecénico (Edutec, modelo EEQ9008A-2, Curitiba, Brasil) por 15 minutos. Para a
adicdo das gomas guar (0,15 % m/v) e xantana (0,05 m/v), a mistura foi aquecida até 80 °C (a
fim de facilitar a dissolucdo) e posteriormente foi mantida sob agitacdo por 30 minutos. Logo
apos, foi feito o resfriamento até 45 °C para adi¢cdo do fermento para preparo de iogurte
(0,4 g/L). A mistura foi mantida a 45 °C por 5h em banho-maria para fermentacéo do leite e
producéo do iogurte. Decorrido este tempo, o iogurte foi resfriado e mantido sob refrigeracéo
por 24h.
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7.12 Aplicacdo das Zea-NP e Zea-NE no iogurte

As nanoparticulas e nanoemulsao de zeaxantina (Zea-NP e Zea-NE) foram adicionadas ao
iogurte na concentracdo de 12,5% (v/v), equivalente a 364,2 e 375 pg/mL de zeaxantina para
Zea-NP e Zea-NE, respectivamente. As concentracdes foram diferentes, visto que foi
considerada a eficiéncia de encapsulacdo das Zea-NP para o célculo da concentracdo. Para
adicdo, o iogurte foi mantido sob agitacdo até completa homogeneizacgéo das Zea-NP e Zea-NE
(aproximadamente 15 minutos). A Figura 21 mostra a aparéncia dos iogurtes com adicdo de

nanoparticulas e nanoemulsao de zeaxantina logo apds a producao.

Figura 21. logurte contendo nanoparticulas e nanoemulsdo de zeaxantina.
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As amostras (50g) do iogurte controle (CY), iogurte com adicéo de nanoparticulas (Y-NP)
e iogurte com adicdo de nanoemulsédo (Y-NE), foram colocadas em potes plasticos com tampa,
que foram armazenados em uma camara BOD (NewLab, modelo NL-41-01 A, Piracicaba,
Brasil), expostos a luz, a 4 °C por 28 dias (Figura 22). Para analise de sinérese, as amostras

(20g) foram acondicionadas em tubos falcon.
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Figura 22. Amostras de iogurte armazenadas em camara BOD (4 °C) para o teste de
estabilidade.

7.13 Caracterizacdo do iogurte

Todas as amostras de iogurte foram caracterizadas em relagdo ao pH, cor, textura,
viscosidade e sinérese ao longo do armazenamento. Os iogurtes contendo nanoparticulas e
nanoemulsdo também foram avaliados em relacéo a retencdo de zeaxantina. As analises foram
realizadas em triplicata nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de armazenamento. Realizou-se também a
analise sensorial do CY, Y-NP e Y-NE, logo ap6s producdo. O ensaio de digestdo in vitro foi
realizado para avaliar a bioacessibilidade da zeaxantina em Y-NP e Y-NE ap6s o preparo.

A metodologia utilizada para cada analise de caracterizacdo esta descrita abaixo. As
analises de pH e cor foram realizadas conforme descrito anteriormente nos itens 7.10.4 e
7.10.13.

7.13.1 Acidez total titulavel

Para determinacdo da acidez total titulavel, utilizou-se o método descrito pela AOAC
(2005). Pesou-se 10 g de iogurte que foram misturadas com 75 mL de agua destilada e a partir
dessa mistura foi feita a titulacdo da amostra com NaOH 0,1 N até coloracdo rosa, indicada pela

presenca de fenolftaleina. Os resultados foram expressos em % de &acido latico.
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7.13.2 Sinérese

Para determinacdo da sinérese, os tubos falcon contendo 20 g de iogurte foram submetidos
a centrifugacao (3000 g, 10 min, 4 °C) (Sigma, modelo 4 K15, Osterode am Harz, Alemanha),
de acordo com a metodologia proposta por Robertson et al. (2016). O sobrenadante foi coletado,

pesado e a sinérese foi determinada de acordo com a equag&o 3:

Sinérese =

Massa total do liquido separado
: x 100 (3)
Massa total do iogurte

7.13.3 Propriedades de textura

Para avaliagdo das propriedades de textura foram analisadas a firmeza e consisténcia,
através de um texturdmetro (Stable Micro Systems, modelo TA.XT2i, Godalming, Reino
Unido) (Figura 23). Para o teste, utilizou-se um probe de 35 mm de diametro (Backword
Extrusion Rig) com taxa e profundidade de penetracdo de 2 mm/s e 10 mm, respectivamente.

Para analise dos resultados foi utilizado o programa Exponent Lite.

Figura 23. Texturémetro utilizado para as analises de textura dos iogurtes.

Fonte: o autor.
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7.13.4 Viscosidade

A viscosidade dos iogurtes foi determinada em um redmetro (Thermo Scientific, modelo
HAAKE Mars Ill, Waltham,EUA) a 4 °C. As amostras (aproximadamente 7 mL) foram
colocadas em um cilindro concéntrico (26 mm x 34 mm) e foram submetidas a um pré-
cisalhamento a 200 s por 1 minuto. Para determinagdo da viscosidade, aplicou-se uma taxa de
cisalhamento de 0,01 a 200 s e de 200 a 0,01 s. Os resultados foram expressos como a média
dos valores em 200 s,

7.13.5 Morfologia dos iogurtes

A morfologia do CY, Y-NP e Y-NE foi observada através de microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) no laboratorio central de microscopia e microanalise (PUCRS, Porto
Alegre, Brasil) utilizando um Fei, modelo Tecnai G2 T20 (Thermo Fisher Scientific,Waltham,
EUA) com magnificacdo de 13500 x e 26500 x e voltagem de aceleracdo de 120 kV.

As amostras foram preparadas através da diluicdo das amostras de iogurte em agua
destilada (1:10 v/v) em um Eppendorf. Apds a diluicdo, 1 gota foi depositada em um grid de
carbono de 400 mesh (Formvar, Londres, Reino Unido) e duas gotas de acetato de uranila foram
depositadas, para contraste negativo.

7.13.6 Determinacdo da estabilidade da zeaxantina no iogurte

Para determinacdo da estabilidade, a zeaxantina foi extraida dos iogurtes adicionados de
nanoparticulas e dos iogurtes adicionados de nanoemulsdo. A fim de romper as nanoparticulas,
uma amostra de 10 g de iogurte foi pesada e colocada em tubos de ensaio de 50 mL e adicionou-
se 10 mL de acido cloridrico 4 N. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos, conforme
descrito por de Campo et al. (2017).

Para extracdo da zeaxantina, adicionou-se 5 mL de acetona e 10 mL de éter de petroleo e
as amostras foram agitadas em vortex por 5 minutos. Apés, foram adicionados 10 mL de uma
solucgéo saturada de NaCl para quebrar a emulséo formada e o tubo foi agitado levemente e
mantido em repouso por 30 minutos. Esse processo foi repetido até a auséncia de cor nas
amostras de iogurte, correspondendo a 2 ou 3 extragdes, conforme os dias de armazenamento,
considerando que no final do periodo de armazenamento ja havia menor intensidade de cor nos
iogurtes, devido a degradacdo da zeaxantina. Ao final de cada extracdo, o sobrenadante foi
coletado e colocado em um mesmo frasco &mbar. O solvente contendo o carotenoide foi seco

em Nz e as amostras foram armazenadas a - 18 °C até a analise em HPLC.
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7.13.7 Analise sensorial

A anélise sensorial foi realizada com 50 provadores ndo treinados apds o preparo dos
iogurtes. Aproximadamente 20 g das amostras do CY, Y-NP e Y-NE foram servidas em copos
de plastico identificados com nameros aleatorios. As amostras foram avaliadas em relacdo aos
atributos aparéncia, aroma, cor, textura, consisténcia, sabor, sabor residual e aceitacao global,
conforme uma escala hedbnica de 9 pontos, onde 1 = desgostei muitissimo e 9 = gostei

muitissimo.

7.14 Digestéo in vitro
7.14.1 Preparo das solucdes estoque e fluidos simulantes

Para a anélise de digestdo in vitro foram utilizados trés fluidos simulantes: oral, gastrico e
intestinal, conforme estabelecido por Minekus et al., 2014. Os fluidos foram preparados com

diferentes concentracdes de sais, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo e concentracdo dos sais utilizados para preparo dos fluidos utilizados na

analise de digestdo in vitro.

Fluido oral Fluido géstrico Fluido intestinal
Constituinte [ 1 Solucéo estoque | Vol.da | []Jno | Vol.da | []no | Vol.da | []no
estoque | fluido | estoque | fluido | estoque | fluido
0/100mL | mol/L mL mmol/L mL mmol/L mL mmol/L
KCI 3,73 0,5 3,02 15,1 1,38 6,9 1,36 6,8
KH,PO4 6,80 0,5 0,74 3,7 0,18 0,9 0,16 0,8
NaHCO; 8,40 1 1,36 13,6 2,5 25 8,5 85
NaCl 11,68 2 - - 2,36 47,2 1,92 38,4
MgCl2(H20)s 3,05 0,15 0,1 0,15 0,067 01 0,22 0,33
(NH4)2CO3 4,80 0,5 0,012 0,06 0,1 0,5 - -

CaCl,(H20), ndo ¢ adicionado aos fluidos de digestao para evitar precipitacao.

Para o preparo dos sais, estes foram solubilizados em agua Milli-Q com o auxilio de um
agitador magnético. Para o preparo da solucdo de bicarbonato de sodio, foi feita diluicéo e
filtracdo em bomba a vacuo, para retirar particulas remanescentes. As solugfes estoque de cada
sal utilizado foram preparadas no dia anterior a analise e armazenadas sob refrigeragéo a 4 °C.

Os fluidos simulantes foram preparados no dia da analise.
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Para o preparo de cada fluido, foram misturados os volumes correspondentes a cada sal,
conforme descrito na Tabela 2 e o volume final foi ajustado para 100 mL com &gua Milli-Q.

7.14.2 Analise de digestao in vitro

Para a andlise de digestéo in vitro, os fluidos simulantes foram colocados em banho-maria
a 37 °C por 30 minutos.

Para simulacdo da fase oral, as amostras de iogurte (10 g) foram colocadas em béqueres e
adicionadas de 7 mL do fluido oral e tiveram seu pH ajustado para 7,00 £+ 0,1, utilizando HCI
ou NaOH 1M. Logo apos, adicionou-se 1 mL de uma solugdo contendo a enzima a-amilase a
1500 U mL™? (preparada no fluido oral), 50 pL de CaCl, (0,3 M) e 1,950 mL de agua Milli-Q e
a mistura foi agitada durante 2 minutos a 37 °C em banho-maria (Novatecnica, modelo NT 232,
Séo Paulo, Brasil).

Para simulacéo da fase gastrica, 15 mL do fluido géstrico foram adicionados a mistura e o
pH foi ajustado para 3 £ 0,1. Apo6s foram adicionados 3,2 mL de uma solu¢do com a enzima
pepsina a 25000 U mL™* (preparada no fluido gastrico), 10 puL de CaClz e 1,39 mL de 4gua
Milli-Q. A mistura foi incubada e agitada por 2h a 37 °C.

Para simular a fase intestinal, 22 mL do fluido intestinal foram adicionados & mistura e o
pH ajustado para 7 + 0,1. Ap6s, 10 mL de uma solugéo de pancreatina a 800 U mL* (preparada
no fluido intestinal), 5 mL de uma solu¢édo de bile (160 mM), 80 pL de CaCl.e 2,32 mL de
agua Milli-Q foram adicionadas e a mistura foi incubada e mantida sob agitacéo a 37 °C por 2h.
Apos a finalizacdo de cada etapa de simulacdo da digestdo, as amostras foram resfriadas em

banho de gelo por aproximadamente 5 minutos, a fim de parar a atividade da enzima.

7.14.3 Determinacao da bioacessibilidade

Apos a simulacdo da digestdo in vitro, determinou-se a bioacessibilidade da zeaxantina em
Y-NP e Y-NE, de acordo com a metodologia proposta por Verkempinck et al., 2018, com
algumas alteracdes. A mistura resultante apos o término da digestdo, foi denominada “digesta”.
Ao final da fase intestinal, a digesta foi transferida para tubos de centrifuga e centrifugada
(HITACHI, modelo CR21GlIl, Ibaraki, Japdo) a 6000 g, 4 °C, durante 5 minutos. O
sobrenadante (correspondente a fracdo micelar), foi coletado e foram adicionados 0,5 g de NaCl
e 10 mL da solucéo de extracdo, composta por hexano, acetona e etanol (2:1:1 v/v). A mistura
foi homogeneizada em vortex por 2 minutos e novamente centrifugada a 6000 g, 4 °C, por 5

minutos.
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O sobrenandante, contendo a zeaxantina incorporada na fragdo micelar, foi coletado e
transferido para frascos &mbar, seco em N2 e armazenado a -18 °C até quantificacdo em HPLC,
utilizando os mesmos parametros descritos anteriormente, no item 7.7.

O experimento foi realizado em triplicata e a bioacessibilidade da zeaxantina no iogurte foi

calculada considerando a concentragdo de zeaxantina na fase micelar em relacéo a concentragdo
inicial no iogurte.
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Simone Hickmann Flores

Abstract

In this study, chia seed oil was nanoencapsulated utilizing chia seed mucilage (CSM) as wall
material. The viscosity, encapsulation efficiency, loading capacity, transmission electron
microscopy, FT-IR spectroscopy and thermal properties of chia seed oil nanoparticles (CSO-
NP) were performed after preparation. Particle size, zeta potential, span value, and pH of CSO-
NP and oxidation stability of nanoencapsulated and unencapsulated oil were evaluated during
28 days of storage at accelerated conditions (40 °C). The CSO-NP showed spherical shape, an
average size of 205 + 4.24 nm and zeta potential of -11.58 + 1.87 mV. The encapsulation
efficiency (82.8 %), loading capacity (35.38 %) and FT-IR spectroscopy demonstrated the
interaction between oil and mucilage. Furthermore, CSO-NP were thermally stable at
temperatures up 300 °C and nanoencapsulated oil showed higher stability against oxidation
than unencapsulated oil. The results suggest that chia seed mucilage represents a promising

alternative to substitute synthetic polymers in nanoencapsulation.

Keywords: nanoparticles; oxidative stability; gum wall; chia seed.

1 Introduction

In recent years, the interest to develop biodegradable nanoparticles increased, due to the
potential as bioactive compounds delivery devices (Hosseini, Zandi, Rezaei, &
Farahmandghavi, 2013). Nanoparticles can also enhance bioavailability, improve drug
controlled release and solubility of bioactive compounds a greater extent than microparticles
(Mozafari et al., 2006).

Nanoparticles are characterized to have a size less than 1 um and can be produced utilizing
natural or synthetic polymers as wall material. Among the natural polymers, gums and
mucilages have received attention due to availability, potential biodegradability, and high

hydration capacity. These polymers are mostly water-soluble polysaccharides and commonly
94



found in plants. In addition, natural polymers offer other advantages that compete with synthetic
ones, such as low cost, nontoxic and they can be chemically modified to obtain the
characteristics of interest (Prajapati, Jani, Moradiya, & Randeria, 2013).

Currently, the demand for natural products in the food industry is increasing, and
consequently, gums and mucilages are becoming popular due to use as dietary fiber, thickening,
emulsifying, stabilizer agent and drug delivery excipient (Mirhosseini & Amid, 2012). Several
researches reported the use of gums to produce nanoparticles, such as tragacanth gum
(Ghayempour, Montazer, & Mahmoudi Rad, 2015), cashew gum (Herculano, de Paula, de
Figueiredo, Dias, & Pereira, 2015) and gum Arabic in combination with sodium caseinate
(llyasoglu & El, 2014).

Chia (Salvia hispanica L.) is a herbaceous plant from Lamiaceae family, originally from
southern Mexico and its use may be as whole seeds, flour, seed oil and mucilage (Marineli,
Moraes, Lenquiste, Godoy, Eberlin, & Mardstica Jr, 2014). Chia seed mucilage (CSM) is an
anionic heteropolysaccharide with high viscosity even at low concentration (Timilsena,
Adhikari, Barrow, & Adhikari, 2016), exuded when the seed is in contact with water. Also,
CSM is a good source of fiber and has excellent water and oil retention capacity (Segura-
Campos, Ciau-Sol, Rosado-Rubio, Chel-Guerrero, & Betancur-Ancona, 2014). Due to its
characteristics, CSM is a promising polymer to be used as wall material, as reported by
Timilsena, Adhikari et al. (2016), who utilized chia seed mucilage in combination with chia
protein isolate to microencapsulate chia oil.

Chia seed oil is a source of polyunsaturated fatty acid (PUFA), mainly linoleic and linolenic
acid. The proportion of linolenic acid in chia oil (64.4%) is higher than those reported to walnut
oil (11.93%) and flaxseed oil (53.5%) (Calvo, Castafio, Hernandez & Gonzélez-Gémez, 2011;
Tonon, Grosso & Hubinger, 2011). However, unsaturated fatty acids are unstable when exposed
to light, oxygen, moisture, and heat (Martinez et al., 2015), which results in alterations in quality
and shelf life reduction due to the formation of off-flavours and changes in oil sensory
characteristics. In this sense, encapsulation of chia seed oil is a promising alternative to protect
the oil against lipid oxidation and improve solubility and stability.

Other studies developed and evaluated chia seed oil microcapsules with different wall
materials, such as whey protein concentrate, mesquite gum and gum Arabic (Rodea-Gonzalez,
Cruz-Olivares, Roman-Guerrero, Rodriguez-Huezo, Vernon-Carter, & Pérez-Alonso, 2012),

and blends of soy protein isolate and maltodextrin in different proportions (Gonzalez, Martinez,
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Paredes, Ledn, & Ribotta, 2016). Nevertheless, there are no reports to date of chia seed oil
nanoencapsulated.

With the view to explore a natural polymer to substitute synthetic ones in
nanoencapsulation, the aim of this study was to evaluate the potential of chia seed mucilage as
wall material, to characterize the chia seed oil nanoparticles (CSO-NP) and to determine their
stability during storage at accelerated conditions.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Chia seed mucilage (CSM) was extracted from chia seeds (Salvia hispanica L.), obtained
from local farmers of Jalisco state, Mexico. The seeds were stored in vacuum-sealed bags at
- 18 °C until further use. Chia seed oil (CSO) was purchased in a local market (Porto Alegre,
Brazil). Tween 80 and ethanol were provided by Dinamica (S&o Paulo, Brazil), and acetic acid
by Neon (S&o Paulo, Brazil). All the other reagents utilized were of analytical grade.

2.2 Mucilage extraction

The CSM was obtained by the method proposed by Dick, Costa, Gomaa, Subirade, Rios
and Flores (2015) with modifications. Whole chia seeds were immersed in distilled water
(1:30 w/v) and stirred by an electric stirrer (Edutec, EEQ9008A-2, Curitiba, Brazil) for 2 h, at
room temperature (25 °C). Then, the mucilage suspension was separated from the chia seeds
by centrifugation (HITACHI High-Speed Refrigerated, model CR 21Glll, Ibaraki, Japan) at
9000 x g/30 min and the mucilage firmly bonded to the chia seed coat was removed using a
vacuum pump and a sieve. CSM was filtered with cheesecloth to remove small particles, and
the resulting solution was dried in an oven with forced air circulation (DeLeo, model BSAFD,

Brazil) at 60 °C for 18 h and stored in sealed plastic bags until use.

2.3 Proximate analyses of CSM

The protein, ash, moisture, lipids, total fiber, soluble dietary fiber (SDF) and insoluble
dietary fiber (IDF) contents had been performed according to the standard Association of
Official Analytical Chemist methods (AOAC, 2005). The Kjeldahl method was used to
determine the total protein content, and the correction factor utilized was 6.25. The ash content

was determined in a muffle furnace (Elektro Therm Linn, Model 312.6 SO LM 1729, Germany)
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set to 550 °C. The moisture content was determined by gravimetry, maintaining the sample at
105 °C in an oven (De Leo, model 48 TLK, Brazil) for approximately 24 h. A Soxhlet extractor
(Foss Soxtec, model 2055, Denmark) was utilized to analyze the lipid content. The total fiber,
SDF, and IDF were determined according to the enzymatic-gravimetric method, with sample
reduction weight to 0.1 g due to the increase in viscosity caused by mucilage, as cited by Manas,
Bravo and Saura-Calixto (1994). All analyses were carried out in triplicate, and the results

expressed as g/100 g of dry basis.

2.4 Preparation of CSM solution

To prepare the solution, dried CSM was dissolved in distilled water (0.1 % wi/v), and stirred
by an electric stirrer (Edutec, EEQ9008A-2, Curitiba, Brazil) for 2 h at room temperature
(25 °C), to ensure the formation of a homogeneous dispersion. The solution was maintained
overnight under refrigeration, to full hydration, and the pH was adjusted to 4 with acetic acid

1 N, to prevent microbial growth.

2.5 Preparation of chia seed oil nanoparticles (CSO-NP)

Chia seed oil nanoparticles were produced from the method described by Herculano et al.
(2015), with some modifications. The Tween 80® (13.5 mg) and CSO (10, 15 and 25 mg) were
dissolved in ethanol (4 mL) under stirring on a magnetic stirrer (Fisatom, model 752A, Brazil)
for 15 min. Then, this organic phase was added dropwise in 20 mL of CSM aqueous solution
(0.1 % wiv) during homogenization in Ultra Turrax (IKA Ultra Turrax® digital, model T25,
Germany) at a speed of 8000 rpm for 15 min.

In preliminary tests, to study the influence of oil concentration in the particle size
distribution of chia seed oil nanoparticles, formulations were prepared using different
concentrations of CSO (0.5, 0.75 and 1.25 mg/mL), corresponding to 10, 15 and 25 mg of oil.
The amount of Tween 80® and CSM were also optimized to provide the best concentration to
nanoparticles obtention (data not showed). The formulations were evaluated immediately after
preparation to choose the optimal formulation denominated CSO-NP. Furthermore, CSO-NP
were prepared in triplicate and characterized to viscosity, encapsulation efficiency, loading
capacity, transmission electron microscopy, FT-IR spectroscopy and thermal properties. The
CSO-NP stability was also evaluated during storage at accelerated conditions (40° C) for 28

days.
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For thermal analysis and FT-IR spectroscopy, the CSO-NP were freeze-dried at - 58 °C for
24 h (Freeze Dryer Liotop, model L101, Brazil).

2.6 Characterization of CSO-NP

2.6.1 Particle size distribution

The mean diameter (D43) and span value of CSO-NP were evaluated by laser diffraction
(LD, Mastersizer 2000® 5.61, Malvern Instruments, UK). The sample was dispersed in water
and the refractive indexes used for CSM and water were 1.335 and 1.330, respectively. The
results were analyzed by Mastersizer 2000® 5.61 software program and distribution was

expressed using span value, obtained according to Eq. (1):

Span = (do.1 — dog)/dos (1)

Where: do.1 is 10%, do.0 90% and do.s 50% of the nanoparticles size.

2.6.2 Zeta potential

The zeta potential of CSO-NP was determined by electrophoretic mobility (Zetasizer Nano
ZS®, Malvern, UK), using 0.1 M NaCl as the dispersant (1:40 v/v). The results were analyzed

by Zetasizer 7.11 software program.

2.6.3 Viscosity

The viscosity was determined after CSO-NP preparation, in a Brookfield rotational
viscometer (model DV+II Pro, spindle LV2, Brookfield Engineering, USA) at 25 °C and the

results were analyzed by Brookfield Rheocalc 32 software.

2.6.4 pH

The pH of CSO-NP was determined with a pHmeter (Quimis, model Q-400A0, Brazil) at

25 °C, without prior sample dilution.
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2.6.5 Gas chromatography flame ionization detector (GC-FID)

The composition and total content of chia seed oil in CSO-NP during storage were
determined by GC-FID (SHIMADZU, model GC- 2010 Plus, Japan), with fused silica capillary
column SLB-IL 100, Supelco® analytical (30 m x 0.25 mm x 0.2 pum), automatic injector and
flame ionization detector coupled. The initial column temperature was maintained at 50 °C for
3 min and increased to 240 °C at the rate of 3 °C/min. Hydrogen (20 cm/s) was the carrier gas
at a flow rate of 1mL/min, split ratio 1:50 and the volume injected was 1 pL.

To determine the total oil content, CSO was extracted from CSO-NP according to the
methodology employed by Timilsena, Adhikari et al. (2016) with some modifications. Briefly,
4 N hydrochloric acid (40 mL) was added in CSO-NP and stirred in a vortex (IKA® vortex,
model VG 3S32, Germany) for 1 min to nanoparticles disruption. Hexane (20 mL) was added
and the solution was placed in vortex once more (1 min), and remained under stirring in a shaker
(CERTOMAT® shaker, model MO II, Germany) for 4 h to facilitate extraction and oil
migration to hexane. The solvent phase was separated in a separation funnel and dried in No.

Before injection, the CSO was saponified using a methanolic solution of NaOH 0.5 N. The
methodology described by Joseph and Ackman (1992) was utilized to determine the fatty acid
methyl esters (FAME) content of the oil samples. They were identified by comparison of the
retention time with the FAME (FAME MIX Supelco® 37, Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA)
utilized as external standard and quantified through of area normalization. 2,6-di-t-butyl-p-
hydroxytoluene (BHT) was utilized as internal standard at concentration of 0.5 mg/mL. The
injections were carried out in triplicate and GC solution software program performed processing

and results acquisition.

2.6.6 Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC)

Encapsulation efficiency (EE) was verified by measure the total oil nanoencapsulated and
free oil in the surface of nanoparticles by GC-FID. To determine the total oil content, CSO was
extracted from CSO-NP, as cited in item 2.6.5.

The free CSO content in the aqueous phase was determined by Timilsena, Adhikari et al.
(2016) with modifications. First, hexane (20 mL) was added in CSO-NP and stirred in the
vortex (1 min) to remove free oil to solvent phase. Thereafter, the solvent phase was separated
in a separation funnel and dried in N2. The total fatty acid methyl esters content in CSO and
free CSO was quantified by GC-FID by comparison of retention time with FAME MIX as
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external standard and BHT was utilized as internal standard. EE (%), and LC (%) were

calculated according to Egs. (2) and (3):

EE (%) = @ x 100 )

Where: Tf is the fatty acid methyl esters content in CSO extracted from nanoparticles and
Tfaq is the fatty acid methyl esters content (mg/100g) of free CSO in aqueous phase.

Total amount of loaded CSO
Mass of nanoparticles constituents

LC(%) = x 100 3)

2.6.7 Transmission electron microscopy (TEM)

A transmission electron microscopy (TEM) was utilized to observe the CSO-NP
morphology. The samples were diluted in ultrapure water (1:10 v/v), and one drop of the
dilution was placed on a grid (Formvar-carbon support films 400 mesh) for 5 min. After that, a
drop of uranyl acetate (2 % w/v) was also disposed. The grid was placed on TEM (Jeol, JEM
1200 ExII, Electron Microscopy Center, UFRGS, Brazil) operated at 80 kV with magnifications
of 200x and 300x.

2.6.8 Thermal properties

The thermal characteristics of CSM and CSO-NP were determined by the
thermogravimetric analyzer (Shimadzu, model TGA-50, Tokyo, Japan) and by differential
scanning calorimeter (Shimadzu, model DSC 60, Tokyo, Japan). TGA analysis was performed
under a nitrogen atmosphere, utilizing the heating rate of 10 °C/min’* from 25 to 850 °C, and
DSC with the heating rate of 10 °C/min™, at the temperature range from 25 to 400 °C.

2.6.9 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

The CSO, CSM, and CSO-NP were characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR) using KBr pellets in a spectrophotometer (Shimadzu, model
IRPRESTIGE-21, Japan), in the transmittance mode, operating with wavenumbers between
400 — 4000 cm™, and 32 scans with a resolution of 4 cm™.
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2.6.10 Accelerated stability study

The nanoencapsulated and unencapsulated oil oxidation were analyzed. For this purpose,
an emulsion was prepared, dissolving Tween 80 (13.5 mg) in distilled water (20 mL) and CSO
(25 mg) in ethanol (4 mL), under stirring (Fisatom, model 752A, Brazil) for 15 min. CSO
solution was dripped into Tween 80 aqueous mixture during homogenization in Ultra Turrax
(IKA Ultra Turrax® digital, model T25, Germany) at a speed of 8000 rpm for 15 min.

For the stability study, CSO-NP and emulsions were stored in open test tubes in a chamber
(NewLab, Model NL-41-01 A, Brazil) at accelerated conditions (40 £ 1 °C), without light
exposure. The particle size distribution, zeta potential, and pH of the CSO-NP were evaluated
weekly during 28 days.

The oil oxidation was investigated by GC-FID in emulsions and CSO-NP also during 28
days of storage. The CSO was extracted from the formulations, as cited in section 2.6.5, and
the reduction of the majorities fatty acid methyl esters in CSO was quantified through of
comparison of the retention time with FAME MIX and BHT was utilized as internal standard.
The results were evaluated by variance analysis (ANOVA) and Tukey’s test at a significance
level of 0.05 using Statistica 10.0 software (Statsoftinc, Tulsa, USA). These analyses were

performed in triplicate.

3 Results and discussion

3.1 Proximate analyses of CSM

CSM was composed on a dry basis of 11.30 £ 0.04 % moisture, 10.02 + 1.14 % ash,
4.25 £ 0.00 % protein, 0.39 £ 0.04 % lipids, 74.04 = 0.13 % total fiber, 38.47 + 4.82 % soluble
fiber and 35.57 + 4.82 % insoluble fiber. Avila-de la Rosa, Alvarez-Ramirez, VVernon-Carter,
Carrillo-Navas and Pérez-Alonso (2015) found similar values for moisture (10.60 %) and
protein (4.20 %), however, lower values for total carbohydrates (50.20 %) and ash (8.90 %),
and higher lipids content (1.70 %). The protein content presents in CSM can help to upgrade
its emulsifying properties (Timilsena, Wang, Adhikari, & Adhikari, 2016) and the high fiber
content may increase encapsulation efficiency and nanoparticles stability due to its gelling
properties (Bustamante, Oomah, Rubilar, & Shene, 2017). Differences in the proximate
composition are attributed to the CSM extraction method utilized. The high ash content found

in CSM can be related to the mucilage extraction conditions, where may have occurred
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solubilization and removal of part of the exterior of chia seeds that contain high mineral content,
which increases the ash content in CSM (Timilsena, Wang et al., 2016).

Variations in the proximate composition also may occur due to the chia seed variety used,
geographical origin and growth conditions. Furthermore, these chemical differences may result
in changes in physical parameters of wall material, such as viscosity and thermal properties
(Bustamante et al., 2017).

3.2 Preparation and physicochemical characterization of CSO-NP

3.2.1 Preliminary tests

CSM is a heteropolysaccharide with a high molar mass at approximately 4.9 x 10° Da (Goh,
Matia-Merino, Chiang, Quek, Soh, & Lentle, 2016). These characteristics were considered to
choose the CSM concentration utilized in this work (0.1 % w/v), to ensure the nanoparticles
formation.

The optimum pH was also selected to obtain small particle size. The synthesized
nanoparticles with acidified CSM to pH 4, showed mean diameter smaller than those obtained
utilizing no-acidified CSM solution with initial pH 6.8 (data not showed). The decrease in pH
solution, leads to the reduction in electrostatic repulsion between the particles, reducing groups
with a similar charge, which causes particle size reduction (Abdolmaleki, Mohammadifar,
Mohammadi, Fadavi, & Meybodi, 2016).

Preliminary tests were carried out to verify the influence of different amounts of CSO in
CSO-NP particle size distribution, to achieve an optimal formulation with monomodal
distribution and diameter smaller than 1 um. For this purpose, three formulations with 0.5, 0.75
and 1.25 mg/mL of CSO were prepared and evaluated immediately after preparation by laser
diffraction (LD).

The formulation with 0.5 mg/mL presented a bimodal distribution in particle size, as
showed in Fig.1a, indicating the presence of nanometric and micrometric particles. On the other
hand, the formulationswith 0.75 and 1.25 mg/mL (Fig. 1b and 1c) exhibited a monomodal
distribution with a particle size (Das3) of 163 nm and 212 nm and span values of 1.244 and
1.734. The oil proportion influenced in nanoparticles diameter, whereas the formulation
with1.25 mg/mL showed higher mean diameter than those with 0.75 mg/mL of CSO. These
results are in agreement with those reported by Lertsutthiwong, Noomun, Jongaroonngamsang,

Rojsitthisak and Nimmannit(2008), who observed an increase in particle size with the addition
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of high amounts of turmeric oil in alginate nanocapsules. High amounts of oil in organic phase
leads to increase in the viscosity of the solution, resulting in higher nanoparticle size (Esmaeili,
Rahnamoun & Sharifnia, 2013). The increase in oil concentration may have influenced the
emulsion stability resulting in higher mean diameter (Tonon et al., 2011).

The formulation with 1.25 mg/mL of CSO was chosen as the optimal formulation due to

the high amount of oil, still with satisfactory mean diameter and distribution characteristics.
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Fig 1. Nanoparticle size distribution (volume) of CSO-NP with different concentrations of CSO

(@) 0.5 mg/mL (b) 0.75 mg/mL and (c) 1.25 mg/mL obtained by laser diffraction (LD).

3.2.2 Mean diameter and morphology (TEM)

The optimal formulation was evaluated immediately after preparation and presented an
unimodal distribution with a mean diameter (D43) of 205 + 4.24 nm. Superior values between
223 and 339 nm were observed in essential oil nanoparticles with alginate/cashew gum as wall
material (de Oliveira, Paula, & Paula, 2014), and in eicosapentaenoic acid/ docosahexaenoic
acid nanoparticles constituted to sodium caseinate-gum Arabic complex, that presented
diameter of 232 nm (llyasoglu & El, 2014). These variations in nanoparticles diameter that
contain gum as wall material may be influenced by factors as type of wall material, gum
concentration, stirring and emulsifier utilized, that can affect the nanoparticle size
(Ghayempour & Mortazavi, 2015).

Regarding span, CSO-NP presented a value of 1.76 = 0.09, indicating a uniform particle
size distribution. Timilsena, Adhikari et al. (2016) synthesized microcapsules of chia seed oil
with chia seed mucilage and chia seed protein, and observed superior span values (4.32).
Abdolmaleki et al. (2016) also found higher values than reported in this study (~9) for oil-in-
water emulsions prepared with gum tragacanth, which indicates a wide distribution and less

homogeneity.
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The morphology of CSO-NP was determined by TEM, and as verified by LD, the
suspension of CSO-NP presented regular distribution, small particle diameter, spherical shape,
and absence of aggregation (Fig 2). This phenomenon was also observed to nanocapsules

prepared using poly-€-caprolactone (dos Santos et al., 2015).

Ry o
g
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Fig 2. TEM images of CSO-NP at (a) 200 x and (b) 300 x magnifications [bar 100 nm].

The mean diameter obtained by TEM was lower than those achieved by LD, and it may
occur due to microscopy provides an image of nanoparticles isolated from the medium, whereas

LD allows the determination of nanoparticles mean diameter in suspension.

3.2.3 Zeta potential, pH and Viscosity

Zeta potential corresponds to particle charge and may be influenced by nanoparticles and
medium compositions (Wu, Zhang, & Watanabe, 2011). In this study, the CSO-NP showed zeta
potential of -11.58 + 1.87 mV, similar to the result reported by Herculano et al. (2015) who
observed zeta potential ranging between -10.45 and -24.5 mV in Eucalyptus essential oil
encapsulated using cashew gum. Nanoparticles of anionic gums such as chia seed
polysaccharide and cashew gum can present negative zeta potential due to the presence of
carboxylic acids groups in the carboxylated form (-COO-) that generate negative charge
(Goh et al., 2016; Herculano et al., 2015). Moreover, the pH of medium also influences in zeta
potential; and pH values less than 2 present slightly positively charged, while that above of pH
2, the magnitude of negative charge gradually increases (Timilsena, Wang et al., 2016). In this
study, CSO-NP suspension showed an initial pH of 4.16 + 0.02, due to initial mucilage

acidification.
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The viscosity is an important parameter to evaluate stability, process steps, and quality
control. The CSO-NP suspension showed viscosity of 3.21 £ 0.15 mPa.s at 25 °C, and the linear
correlation between shear stress and shear rate indicated the typical Newtonian behavior.

Researches regarding viscosity in formulations with gums concentrations between 0.25 and
1% (w/v) exhibited non-Newtonian rheology (Abdolmaleki et al., 2016; Guiotto, Capitani,
Nolasco, & Tomaés, 2016) due to the larger quantity of hydrocolloid molecules in suspension
that confer a pseudo-plastic behavior. Goh et al. (2016) and Timilsena, Wang et al. (2016)
studied the rheology of CSM and also reported a pseudoplasticity at low concentrations, due to
the presence of soft microgel particles which present sensitivity even at low shear and
concentration.

Nevertheless, in this study, CSM was utilized in low concentrations to produce CSO-NP,
and the interaction of a few hydrocolloid molecules in suspension with the other nanoparticle
components might explain the obtained viscosity behavior. Furthermore, nanoparticles are
characterized to have Newtonian behavior as described by dos Santos et al. (2015) and Lobato

et al. (2013), for bixin and lycopene nanocapsules using poly-€-caprolactone as wall material.

3.2.4 Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC)

The encapsulation efficiency corresponds to the amount of oil inside the nanoparticles.
High EE indicates that the oil is adequately encapsulated into the matrix, which improves the
stability against oxidation during storage (Timilsena, Adhikari et al., 2016). The free oil
determination in CSO-NP indicated that the EE was 82.80 %. Gonzélez et al. (2016) utilized
different proportions of soy protein and maltodextrin to microencapsulate chia oil and obtained
lower values for EE (52.5 — 65.5 %). Timilsena, Adhikari et al. (2016) also reported lower EE
values than those obtained in this study, 67.3 % in spray-dried and 57.5 % in freeze-dried chia
seed oil microcapsules with chia seed mucilage as wall material. Numerous factors are crucial
to determining EE, such as characteristics of the encapsulated compound, wall material
composition, particle size distribution and drying conditions to microparticles (Gonzélez et al.,
2016).

In this study CSO-NP showed high EE, demonstrating that almost all the oil was entrapped
in nanoparticles, which can enhance the oil stability against oxidation. CSM has high viscosity,
even at low concentrations, which minimizes the oil circulation and oscillation inside the

nanoparticles, leading to decrease in oil migration to the surface, improving the EE (Jafari,
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Assadpoor, He, & Bhandari, 2008). Additionally, the high fiber content present in CSM may
have contributed to increasing EE, due to the fibers ability to act as gelling agent.

The loading capacity (LC) corresponds to the final oil concentration in 100 % of the
constituent’s amount utilized to synthesize the nanoparticles. According to the EE results, the
nanoencapsulated oil was 20.70 mg, and nanoparticles showed a LC of 35.38 %. Lower LC
values (16.1 — 16.7 %) were obtained in peppermint oil encapsulated with tragacanth gum as
wall material (Ghayempour et al., 2015). Lertsutthiwong et al. (2008), prepared turmeric oil
nanocapsules using alginate as the wall material and also found lower LC values, varying from
0.78 to 10.38 % depending on oil/wall material ratio. The results suggest that low loading
capacity is obtained when the entrapped drug have low affinity with the polymer and may
diffuse from the organic phase to the external medium during nanoparticles formation. LC also
depends on the encapsulation method utilized (Ghayempour, Montazer, & Mahmoudi Rad,
2016). The obtained results in this study showed a good loading capacity, which indicates the

oil affinity with the wall material, and that the method was efficient to obtain CSO-NP.

3.2.5 Thermal Analysis

TGA technique is employed to evaluate the sample weight loss in function of temperature
and to evaluate the thermal stability (Hosseini et al., 2013). Fig. 3a and 3b show the thermal
degradation behavior and dTG (derivative of TGA curves) of CSM and CSO-NP. The weight
loss was associated with three main stages for CSM and five for CSO-NP, from ambient
temperature (~25 °C) to 850 °C. The first (~25-150 °C) is related to free water losses, while
the other stages with the temperature range of ~ 150 — 770 °C for CSM, and ~ 150 — 790 °C for
CSO-NP, are attributed to polysaccharides decomposition that composes the wall material.
Water losses of 12.37 % for CSM and 4 % for CSO-NP were observed in the first stage, and
total weight loss ratio arising from polysaccharide decomposition for CSM were 75.6 % and
82.4% for CSO-NP. Higher losses for CSO-NP after the first stage may be associated with
degradation of other components present in the nanoparticle, such as the oil and Tween 80.

Additionally, at 850 °C, CSM and CSO-NP showed a residual mass of 2.5 % and 9.3 %,
respectively, corresponding to the carbon residue, considering that the analysis was performed
under inert atmosphere. TGA curves indicated that CSM and CSO-NP were thermally stable at
temperatures around 300 °C and at temperatures up to 400 °C, CSO-NP were more thermally
stable than CSM, however, less stable in the temperature range of 400 — 750 °C. Herculano et

al. (2015), observed that eucalyptus essential oil nanoparticles containing cashew gum as wall
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material showed higher stability than cashew gum up to 200 °C and lower stability above
400 °C, similar to the results obtained in this study. It may occur due to the oil present in
nanoparticles, which leads to decrease in thermal stability at high temperatures.

Thermal properties obtained by DSC are shown in Fig. 3c. The endothermic peaks, owing
to the free water, were identified at approximately 70 °C in CSM and 100 °C in CSO-NP.
Exothermic peaks observed at ~ 236 °C in CSM and ~ 300 °C in CSO-NP are corresponding to
the polysaccharide structure decomposition. Similar behavior of purified chia mucilage was
observed by Timilsena, Wang et al. (2016), who detected an endothermic transition in the
temperature range of 84-111 °C and exothermic peak at 244 °C and associated this event with
moisture loss and polysaccharide structure degradation, respectively.

TGA and DSC analyses revealed that CSO-NP was more thermally stable than CSM up at
300 °C, and this result suggests that CSM can be utilized as wall material to produce

nanoparticles with high thermal stability, conferring protection to CSO against degradation.
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Fig 3. (a) Thermogravimetric analysis (TGA), (b) dTG and (c) Differential Scanning
Calorimetry (DSC) of CSM and CSO-NP.

3.2.6 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

Fig 4 shows the structural characterization of CSO, CSM, and CSO-NP provided by FT-
IR spectroscopy. CSM spectra showed a broad band at approximately 3334 cm™ corresponding
to O-H hydroxyl group stretching, and medium bands at 2910 and 1033 cm™ assigned to C-H
stretching vibration of the CH> groups and C-O-C stretching, respectively. These bands are

commonly found in polysaccharides in general (Goh et al., 2016). The band at ~1420 cm*
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represents the stretching of carboxylic group of uronic acid, which are commonly found in gums
and confer anionic characteristics to the macromolecule (Timilsena, Wang et al., 2016). The
absorption band at ~1620 cm™ is assigned to mannose ring stretching, also observed for guar
gum and locust bean gum (Goh et al., 2016).

The CSO spectrum revealed peaks at ~3000 cm™ corresponding to C-H stretching
vibration (Alonso-Calderdn et al., 2013) and at 2925 and 2853 cm* assigned to asymmetric and
symmetric stretching vibration of C-H methyl groups (Guillen & Cabo, 1997). The bands at
1458 and 1735 cm™ refer to CH; groups bending vibration and C=0 stretching vibration,
respectively (Alonso-Calderén et al., 2013; Guillén & Cabo 1997). The band at 1162 cm™can
be attributed to C-O ester group stretching vibrations and at 721 cm™ corresponding to CH;
bending vibration of chains with more than seven carbon atoms (Guillén & Cabo 1997).

The CSO-NP spectra exhibited bands that appeared in CSO at the same wavenumber,
however in lower intensity due to the encapsulated oil amount (25 mg) and the band at 3334
cmtthat arose in CSO-NP is characteristic of CSM. The results suggest that the oil is entrapped
in the nanoparticles, thus, confirming the effectiveness of nanoencapsulation method utilized
in this study, as also observed by TEM. Furthermore, FT-IR spectra proved that CSM and CSO
have interacted during nanoparticles formation.
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Fig 4. Fourier transform infrared (FT-IR) of chia seed oil (CSO), chia seed mucilage (CSM)
and chia seed oil nanoparticles (CSO-NP).
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3.3 Accelerated Stability evaluation of CSO-NP
The CSO-NP stability was analyzed under accelerated conditions at 40 °C, and parameters
such as mean diameter (Da,3), span value, zeta potential, pH, and FAME content were evaluated

during 28 days of storage (Table 1).

Table 1. CSO-NP stability during 28 days of storage at 40 °C.

Storage time (days)

0 7 14 21 28

Particle size (nm) 205 + 4.24° 195+ 14.14°*  197.50 + 4.95° 208 +9.90° 252 +7.07%

Span 1.76 £ 0.09* 1.65+0.10* 1.74 + 0.06* 1.97 £ 0.25* 2.08 +£0.09

Zeta potential (mV) -11.58 +1.87¢ -11.30+0.70* -12.53 +1.23* -13.63+0.59* -12.53 +0.42%

pH 4.16 +£0.02% 3.87 £0.02° 3.82+0.03 3.68 £ 0.01° 3.66 + 0.02°

The results are represented as the means * standard deviation (n=3).

Values within each line with the same letter are not significantly different (p > 0.05).

Diameter is an important parameter due to the ability to indicate physical stability and
modify the physicochemical behavior of encapsulated compounds (dos Santos, Flores, de
Oliveira Rios, & Chisté, 2016). It was possible to observe that until 21 days of storage, the
particle size remained physically stable and at 28 days the diameter increased significantly.
However, despite the observed changes, evidence of coalescence or flocculation was not
verified during storage time. This stability can be attributed to surfactant, in this study
polysorbate 80, which prevents the formation of agglomerates (Dickinson, 2006) and this small
increase in diameter may occur due to the nanoparticle structure change (Azevedo, Bourbon,
Vicente, & Cerqueira, 2014). Guiotto et al. (2016) evaluated the emulsion stability containing
chia mucilage and observed similar behavior to mean diameter (Da43) that showed stability for
30 days of storage and after this time occurred a significant increase in particle size.

Another parameter associated with particle size is span value that can indicate the
uniformity of particle size distribution. In this study, no change was observed in span values

during 28 days of storage, which demonstrated that CSO-NP presented homogeneity in
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granulometric profile of suspension. Similar behavior was reported by Lobato et al. 2013, who
nanoencapsulated bixin with poly-E-caprolactone as wall material. However, no have studies
regarding span values to nanoparticles with CSM.

The particle size stability also may be associated with zeta potential that presented negative
values without significative differences during storage time. The presence of polysorbate 80 in
suspension, which corresponds to nonionic amphiphilic stabilizers, also can block aggregation
for longer periods of storage by steric stabilization (Wu et al., 2011) and, thus, promote the
nanoparticles stability.

In regarding pH, CSO-NP presented changes during storage time, and it was possible to
observe that after 28 days, the pH value was lower than the initial value. This reduction may be
associated with ionization or dissociation of carboxylic acids groups present on the polymer
that are positioned in the particle/water interface (Schaffazick, Guterres, Freitas, & Pohlmann,
2003).

The nanoencapsulation can be utilized to protect the oil against oxidation and reduce the
effects of light, heat and oxygen. The corresponding results to the accelerated oxidation at 40 °C

of CSO-NP and the control (emulsion), are shown in Table 2.
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Table 2. Fatty acid stability (mg/100g) of chia seed oil nanoparticles (CSO-NP) and emulsion

containing chia seed oil during 28 days of storage at 40 °C under dark conditions.

Storage time (days) CSO-NP Emulsion
Palmitic acid (C16:0)
0 2.36 +0.16% 3.12 £0.03%
7 2.82 +0.62%4 1.84 + 0.50°A
14 1.72 £ 0.10°A 1.45 + 0.26"A
21 1.98 +0.16"A 1.71 + 0.04%8
28 1.46 +0.02¢A 1.38 £0.07°A
Stearic acid (C18:0)
0 1.17 £0.03* 0.97 £ 0.02%8
7 0.79 + 0.04 0.61 + 0.15bA
14 0.58 £ 0.01¢A 0.58 + 0.05°4
21 0.69 + 0.029A 0.60 + 0.04%8
28 0.48 £0.03%A 0.49 £ 0.03A
Oleic acid (C18:1n9c)
0 7.75 £ 0.30% 6.62 + 0,06%8
7 5.14 + 0.38" 3.52 + 0.098
14 3.76 £ 0.32¢A 3.18 £0.14°
21 2.42 +0.06% 2.50 +0.119A
28 1.74 £ 0.08°4 2.28 +0.22%
Linoleic acid (C18:2n6c)

0 7.43 +£0.89% 6.70 £ 0.09%
7 2.49 + 0.09%A 0.95 + 0.06"8
14 0.28 £0.03¢A 0.15 £ 0.02¢8
21 0.05 + 0.00% o8

28 0.05 + 0.0294 048

Linolenic acid (C18:3n3)

0 19.30 + 3.90% 19.37 £ 0.71%
7 3.16 + 0.06" 0.59 + 0.05%8
14 0.26 £ 0.07¢A 0.09 +0.03°8
21 0.08 + 0.00% o8

28 0%A 0dA

The results are represented as the means + standard deviation (n=3).

Values within each line with the same uppercase letter and values within each column with the same lowercase

are not significantly different (p > 0.05).
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The major fatty acids found in CSO were the saturated fatty acids such as palmitic acid,
stearic acid and unsaturated fatty acids such as oleic acid, linoleic acid, and linolenic acid. This
fatty acid profile was similar to those found by Marineli et al. (2014).

During storage, the FAME content in both formulations decreased significantly after 28
days of storage. However, the FAME reduction in nanoparticles was smaller than in emulsions,
indicating that the CSM provided protection against oil oxidation. The results showed that the
saturated fatty acids (palmitic acid and stearic acid) stability was independent of the wall
material presence and the protection exerted by the polysaccharide was most significative in
the unsaturated fatty acids, mainly to linoleic and linolenic acid. The pH of CSM may have
contributed to oil oxidation stability, due to the relation between low pH and decrease in lipid
oxidation rate that can facilitate the transfer of lipid radicals formed during oxidation (Kim, Yi,
Lee, Gim, Kim, & Lee, 2016).

Escalona-Garcia, Pedroza-Islas, Natividad, Rodriguez-Huezo, Carrillo-Navas and Pérez-
Alonso (2016) also evaluated the oxidation of chia oil microencapsulated in a whey protein
matrix, stored at 40 °C under dark conditions and after approximately 8 days, 50 % of total chia
oil content was oxidized, similar to the result reported in this study. Chia seed oil microcapsules
with chia seed protein isolate as wall material were evaluated regarding stability under 40 °C,
and an increase in the oil oxidative stability during storage was observed (Timilsena,
Adhikari et al., 2016). However, there are not studies for oxidative stability evaluation by GC-
FID for CSO encapsulated.

4 Conclusion

Chia seed oil nanoparticles (CSO-NP) were synthesized to evaluate the protective capacity
of the chia seed mucilage as wall material. CSO-NP exhibited physical stability during storage
at accelerated conditions and high thermal stability. The nanoparticles were successfully
obtained, as confirmed by high encapsulation efficiency and loading capacity achieved, and by
FT-IR, through the appearance of characteristic bands of chia seed oil in CSO-NP. The obtained
results demonstrated that CSO nanoencapsulation utilizing CSM as wall material improved the
oil oxidative stability during storage at accelerated conditions during 28 days, suggesting that
CSM can be used as wall material for bioactive oils nanoencapsulation for application in the
food area, as a promising alternative to substitute synthetic polymers.
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Further studies are required to observe the release behavior of CSO-NP and stability
properties in different processing conditions, to choose the best application for the

nanoparticles.
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Abstract

The use of cactus cladode mucilage (Opuntia monacantha) was exploited as a new natural
structuring material to zeaxanthin nanoencapsulation. The zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP)
were characterized regarding particle size distribution, span value, zeta potential, pH, viscosity,
color, morphology, thermal properties, encapsulation efficiency and FTIR spectroscopy after
preparation. A nanoemulsion (Zea-NE) was developed and evaluated to compare the
physicochemical properties and stability with the nanoencapsulated zeaxanthin. The stability of
nanoencapsulated and unencapsulated zeaxanthin was evaluated during 28 days of storage at 4,
25 and 40 °C regarding particle size, span value, pH, color, and zeaxanthin retention (%). Zea-
NP presented a mean diameter of 184 + 3.54 nm and homogeneous distribution, the zeta
potential of -14.8 £0.42 mV and encapsulation efficiency of 96.57 %. Zea-NP showed
spherical shape, and the thermal analyses indicated that the nanoparticles were more stable than
the nanoemulsion. After 28 days of storage at 25 °C and 40 °C, the zeaxanthin retention in Zea-
NP was higher than in Zea-NE. The obtained results support that cactus cladode mucilage
protected zeaxanthin from degradation and have potential to be used as structuring material in

nanoencapsulation.

Keywords: Nanoparticles; cactus cladode mucilage; carotenoids; nanoencapsulation; Goji
berry.

1 Introduction

Carotenoids are lipid-soluble compounds naturally present in fruits and vegetables, and the
intake of a diet rich in these compounds can reduce the risk of incidence of some types of
cancer, cardiovascular and age-related diseases. In this regard, the most studied carotenoids are
beta-carotene, lycopene, lutein, and zeaxanthin [1]. Zeaxanthin is a xanthophyll carotenoid and
lutein isomer characterized by its yellow color. Furthermore, plays an important role in the

prevention of eye diseases, such as macular degeneration. Moreover, zeaxanthin may offer
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higher protection against oxidative damage in the lipid matrix caused by UV radiation in
macular membrane due to its fully conjugated structure [2].

The main dietary sources of zeaxanthin are yellow corn, orange pepper, mango and egg
yolk [2]. Parry et al. [3] also found zeaxanthin as major carotenoid in red raspberry and blueberry
seed oils. Goji berry (Lycium spp.) have been studied as a good source of zeaxanthin [4-6] and
in recent years, the consumption of dried goji berries increased due to its positive role in human
health, related to its antioxidant properties due to the presence of polyphenols and carotenoids
[6]. Goji berry has been utilized to obtain phenolic compounds that can be used in the
development of drugs, cosmetics, and some foods. Also, bioactive compounds from this fruit
can be utilized to substitute synthetic antioxidants to prevent oxidative deterioration [7].

However, many bioactive compounds, such as zeaxanthin, are lipophilic and have low
solubility in water, which limits its application in food. In addition, the stability of these
compounds is affected by exposure to light, oxygen, and temperature [8], factors that may
contribute to its isomerization and oxidation. Thus, new technologies are needed to improve its
solubility and stability. In this field, nanoencapsulation is a technology that comprises the
development of particles in nano-scale, where the compound is solubilized in a lipid-core or
dispersed in the wall material and entrapped into biodegradable particles. This technique allows
the solubilization of bioactive compounds in water-soluble foods, and confer protection against
chemical degradation and thermal oxidation [9]. Dos Santos et al. [10] and Brum et al. [11]
utilized poly-e-caprolactone (PCL) to nanoencapsulate lycopene and lutein, respectively, and
reported that the method used contributed to increased compound stability and solubility in
aqueous media.

A variety of materials such as synthetic polymers, proteins, and polysaccharides can be
used to prepare nanoparticles for drug delivery [9]. The material used to encapsulate must be
food-grade, biodegradable, and able to form a barrier between the core and its surroundings
[12]. Moreover, the consumers demand healthy and natural products, boosted the use of natural
polymers, such gums and mucilages, which have been utilized in the food sector as thickeners,
gelling and foaming agents, emulsifiers and stabilizers [13]. For nanoencapsulation purposes,
the use of gums and mucilages as wall materials have been explored [14-16] and its effectiveness
in protecting the encapsulated compounds was proven.

Mucilages are plant-based materials, water-soluble polysaccharides in the majority, and
constitute an interesting material for use in nanoencapsulation since they are edible,

biodegradable and easily found in nature [12]. Furthermore, they are non-toxic and have a low
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cost [17]. Also, polysaccharides from plants, such as mucilages, are a promising source to be
used in food industry, and many of them, like those obtained from the Cactaceae family, have
been utilized to modify rheological properties of products [18].

Opuntia monacantha belongs to the Opuntia species, is cultivated in the southern coastal
region of Brazil [19], and represents a good source to obtain mucilage. Mucilages obtained from
Opuntia genus were utilized to microencapsulate bioactive compounds [20, 21]. However, there
are no reports about the use of mucilages obtained from the Opuntia ssp. in nanoencapsulation.

In an attempt to find a new substitute to synthetic polymers in nanoencapsulation and
considering the importance of zeaxanthin to human health, and the increase of solubility and
stability that can be achieved through nanoencapsulation, the objective of this study was explore
the use of cactus mucilage obtained from Opuntia monacantha as a new natural polymer to
zeaxanthin encapsulation. Furthermore, physicochemical properties and stability under

different temperatures of the encapsulated and unencapsulated zeaxanthin were evaluated.

2 Materials and methods
2.1 Materials

Cactus mucilage (CM) was extracted from cactus cladode, coming from Aguas Claras,
Viamao city, Rio Grande do Sul, Brazil, and zeaxanthin from Goji berry fruit obtained in a local
market (Porto Alegre, Brazil). Tween 80® was provided by Dinamica (S&o Paulo, Brazil) and
ethanol by Exodo (S&o Paulo, Brazil). All the other reagents were of analytical grade.

2.2 Cactus mucilage extraction

The cactus mucilage (CM) was obtained from cactus cladodes, which were cut and crushed
in a food processor (Philips Walita®, model RI17762/91, Brazil). The obtained cactus pulp was
blended with water 1:2 w/v (pulp: water), mechanically stirred, and heated at 80 °C for 30 min,
filtered to remove fragments and centrifuged (10000 g, 20 min, 20 °C) (Hitachi, model CR
21GlIl, Japan). The supernatant was precipitated with ethanol 95 % and kept overnight in a
refrigerator at 4 °C. After precipitation, the mucilage was recovered by vacuum filtration,
washed 2 times with ethanol 95 % and dried at 45 °C for approximately 16 h in an oven with
air-flow circulation (DeLeo, model B4AFD, Brazil). The mucilage powder was obtained by
grounding the dry material in a mortar and sieved through a 60 mesh screen and stored protected

from light and humidity until the use. The CM was composed of 9.65 + 0.38 % maoisture,
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15.14 + 0.14 % ash, 3.55 + 0.08 % protein, 1.19 + 0.06 % lipids, 3.47 + 0.08 % insoluble fiber,
55.33 % soluble fiber, and 80.12 % total carbohydrate, in dry basis, except for moisture.

2.3 Obtention of CM solution

The dried CM was dispersed in distilled water (0.1 % w/v) during agitation in a mechanical
stirrer (Edutec, EEQ9008A-2, Curitiba, Brazil) for 2 h at room temperature (25 °C). The CM
was kept overnight in a refrigerator to insure the full hydration, and the pH was subsequently

adjusted to 4 with acetic acid 1N.

2.4 Zeaxanthin extraction and purity determination

The zeaxanthin extract was obtained using carotenoids extraction method described by
Mercadante & Rodriguez-Amaya [22]. The Goji berry fruit was selected as zeaxanthin source
due to the high concentration of this compound [6]. Cold acetone was added to Goji berry fruits
(1 g), and the zeaxanthin was extracted using an Ultra-Turrax® (IKA, model T25, Germany).
The extract was transferred to diethyl ether/petroleum ether, and after several steps of washing,
it was submitted to overnight saponification with 10 % KOH in methanol. The saponified
extract was washed with distilled water, concentrated in a rotary evaporator (Fisatom, model
801/802, S&o Paulo, Brazil) with thermostatic bath at 35 °C, and stored at — 22 °C until the use.
The purity determination of the extract was performed by high-performance liquid
chromatography (HPLC).

2.5 Determination of zeaxanthin extract concentration

The zeaxanthin concentration was determined by dissolution of the extract in ethanol
(5 mL). This solution was maintained in an ultrasound (Unique, model USC 1400A, Séao Paulo,
Brazil) for 5 minutes to solubilization and was centrifugated (3000 x g, 10 min, 20 °C) (Sigma,
Model 4 K15, Osterode am Harz, Germany) to remove remaining particles. After that, an
aliquot of the extract (50 pL) was diluted in 5 mL of ethanol, and the absorbance was measured
in a spectrophotometer (Shimadzu, model UV-1800, Kyoto, Japan) at 450 nm.
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2.6 Experimental design to nanoparticles obtention

Eleven experiments were developed using a central composite design with three central
and four axial points [23], to evaluate the effect of chia seed oil (CSO) amount and CM
concentration on nanoparticles mean diameter. The eleven nanoparticles formulations tested

are shown in Table 1. A second order equation Eqg. (1) was utilized to fit the system behavior.
Yi = IBO + ’81CM + leCO + ’Blchz + ﬁzzCOz + ﬁ12CMCO Eq (1)

Where: Yiis the dependent variable, B, are the constant regression coefficients, and CM and

CO are the coded levels of independent variables.

Table 1. Coded levels for independent variables in 22 full-factorial design.
Independent  Coded level

variables

-1.41 -1 0 1 1.41
CM (%) 0.1 0.2 0.55 0.9 1
CSO (mg) 20 26 40 54 60

CM: cactus cladode mucilage (%); CSO: chia seed oil (mg).

All the formulations were evaluated regarding particle size by laser diffraction,
immediately after preparation, and the optimal formulation with high oil content and small

mean diameter were chosen.

2.7 Preparation of zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP)

The Zea-NP were produced by the method described by de Campo et al. [14] with some
modifications. The zeaxanthin concentration was defined in preliminary tests, which were
performed to evaluate its effect on nanoparticles mean diameter. The Tween 80® (13.5 mg),
CSO (40 mg) and zeaxanthin 94 % pure (10, 20, 30 or 30 pg/mL) were dissolved in ethanol
(4 mL) under stirring in a magnetic stirrer (Fisatom, model 752A, Brazil) for 15 min. The
organic phase was injected dropwise into 20 mL of CM aqueous solution (0.1 % w/v) under
homogenization in Ultra Turrax (IKA Ultra Turrax® digital, model T25, Germany) at 8000 rpm
for 15 min. These formulations were evaluated regarding particle size immediately after

preparation, and the optimal formulation was denominated Zea-NP and was subjected to high-
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pressure homogenization (Avestin, model EmulsiFlex-C3®, Canada) for 3 cycles at 500 bar to
obtain a more homogeneous particle distribution.
Zeaxanthin nanoemulsion (Zea-NE) containing Tween 80® (13.5 mg), CSO (40 mg) and

zeaxanthin (30 pug/mL) was also prepared using the same method, for comparative purposes.

2.8 Characterization of Zea-NP and Zea-NE

Zea-NP and Zea-NE were evaluated in suspension regarding particle size distribution, span
value, zeta potential, pH, viscosity, color, transmission electron microscopy, and stability under
different temperatures. The encapsulation efficiency of Zea-NP was also evaluated. For thermal
analysis and FT-IR spectroscopy determination, the samples were freeze-dried (Freeze Dryer
Liotop, model L101, Brazil) at -58 °C for 24 h.

2.8.1 Particle size distribution and span value

Laser diffraction (LD, Mastersizer 2000®, Malvern Instruments, UK) was utilized to
provide information about mean diameter (Ds3) and span value of Zea-NP and Zea-NE.
Distilled water was used as a dispersant, and the refractive indexes utilized for CM and water
were 1.335 and 1.330, respectively. The data were analyzed by Mastersizer 2000® 5.61 software
program, and span value was obtained by dividing the difference between d0.9 and d0.1 by
d0.5, where d0.9, d0.1, and d0.5 are the diameters at 10 %, 90 %, and 50 % cumulative volumes,

respectively.
2.8.2 Zeta potential and pH

The zeta potential of Zea-NP and Zea-NE was determined through of electrophoretic
mobility (Zetasizer Nano ZS®, Malvern, UK), and 0.1 M NaCl was utilized as a dispersant
(1:40 v/v). The results were analyzed by the Zetasizer 7.11 software program.

The pH of Zea-NP and Zea-NE suspension was measured using a pHmeter (Hanna
instruments, model HI 2221, EUA) at 25 °C, previously calibrated.

2.8.3 Viscosity

The viscosity of CM, Zea-NP, and Zea-NE was measured in a rheometer (Thermo
Scientific, model HAAKE Mars 11l, Massachusetts, EUA) with a shear rate ranging from

10.1to 800 s and a temperature control bath (Thermo Scientific, model HAAKE A10,
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Massachusetts, EUA) at 25 °C. The results were analyzed by HAAKE RheoWin Software
4.75.0000.

2.8.4 Colorimetric analysis

The color of Zea-NP, Zea-NE, and free zeaxanthin were determined with a portable
colorimeter (Konica Minolta®, model CR-400, Singapore) according to the parameters of the
Commission Internationale de 1I’Eclairage (CIELAB system), operating with Des (daylight).
The parameters L* (luminosity), a* (green-red intensity) and b* (blue-yellow intensity) were
evaluated. The free zeaxanthin was solubilized in ethanol in the same zeaxanthin concentration

utilized to the nanoparticles obtention (30 pg/mL).

2.8.5 Morphology

The morphology of Zea-NP and Zea-NE were observed in a transmission electron
microscopy (TEM) (Jeol, model JEM 1200 ExII, Electron Microscopy Center, UFRGS, Brazil)
operated at 80 kV with a magnification of 200x. The nanoparticles and nanoemulsion were
diluted in ultrapure water (1:10 v/v), and one drop of the dilution was deposited on a grid
(Formvar-carbon support films 400 mesh). Uranyl acetate (2 % w/v) was utilized as negatively
standard, and the samples were maintained in a vacuum desiccator until the microscopic

evaluation.
2.8.6 Thermal properties

The thermal stability of CM, Zea-NP and Zea-NE was evaluated by thermogravimetric
analysis (TGA) in a PerkinElmer, model Pyris 1 TGA, Massachusetts, EUA, under a nitrogen
atmosphere, utilizing the heating rate of 10 °C/min*t* from 25 to 850 °C. The samples were
introduced in aluminum pans, weighed and TGA curves were normalized based on starting

weight.

2.8.7 High-performance Liquid Chromatography

The purity of zeaxanthin extract, encapsulation efficiency and zeaxanthin retention in Zea-
NP and Zea-NE were determined by HPLC (Agilent series 1100, Santa Clara, CA, USA). The
instrument was equipped with an online degasser, quaternary pump and automatic injector

coupled to a C30 polymeric column YCM (specification 250 x 4.6mm, 3 pum particle size) at
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room temperature. The isocratic elution at a flow rate of 1 mL/min consisted of
methanol/methyl tertbutyl ether (v/v) in a proportion of 50:50 for 5 min. The chromatograms
were processed at the absorption wavelength of zeaxanthin (450 nm), and the injections were
performed in triplicate. Data acquisition and processing were performed using the
ChemStation® software program. The zeaxanthin was quantified through a calibration curve
with coefficient R? greater than 0.99. The obtained samples were filtered before injection
(0.45 um, Millex with modified PTFE membrane for aqueous and organic solvents, Millipore,
Barueri, SP, Brazil). All solvents used were of chromatographic grade and were filtered through
a Millipore vacuum filtration system 0.22 pm membrane for organic solvents (Millipore,

Barueri, SP, Brazil).

2.9 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

The CSO, CM, and Zea-NP were characterized according to its chemical structure by
Fourier transform infrared spectroscopy (FT- IR), using KBr pellets in a spectrophotometer
(Shimadzu, model IRPRESTIGE-21, Japan), in the transmittance mode, with wavenumbers in
the range 400 — 4000 cm™ . FT-IR spectra were determined at a resolution of 4 cm™ and given

as the ratio of 32 scans.

2.10 Encapsulation efficiency of Zea-NP

The encapsulation efficiency of Zea-NP was evaluated by the ultrafiltration/centrifugation
technique (Ultrafree Microcon 10,000 MW, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). The free
zeaxanthin content was determined in HPLC, through of injection of the obtained filtrate after
ultrafiltration/centrifugation (1690 x g, 15 min) (Hexis, model Mini Spin, Sdo Paulo, Brazil) of
an aliquot of Zea-NP in suspension (500 pL). The encapsulation efficiency was calculated
according to Eq. (2) [24].

Ci—Cr
Ce

EE (%) = x 100 Eq. (2)

Where C: is the total concentration of zeaxanthin in the formulation and Cst is the

concentration of zeaxanthin in the aqueous phase of Zea-NP.
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2.11 Determination of Zea-NP and Zea-NE stability

To evaluate the stability of Zea-NP and Zea-NE, the formulations were stored in amber
flasks under refrigeration (4 °C), room temperature (25 °C) and accelerated conditions (40 °C)
without light exposure. The chemical stability was evaluated through measurements of pH,
color and zeaxanthin retention (%) in the formulations; and physical stability through mean
diameter, and span value evaluated weekly for 28 days. To determine zeaxanthin retention
during storage, zeaxanthin was extracted from an aliquot (500 pL) of nanoparticles and
nanoemulsion with 2.5 mL of acetonitrile, homogenized by ultrasonication (30 min), dried in
N2 and resuspended in 1mL of methyl tertbutyl ether (MTBE).

2.12 Statistical analysis

The data were analyzed by one-way analysis of variance, and the mean values by Tukey’s
test using STATISTICA® 10.0 software. The graphics were plotted utilizing ORIGIN® 8.0.

3 Results and discussion
3.1 Zeaxanthin extract and purity determination

The zeaxanthin extract from Goji berry fruit presented a purity of 94.75 £ 1.29 %. A similar
result was reported by Chen, Li, Wong, Ji & Jiang [25], who isolated and purified zeaxanthin
from the cyanobacterium Microcystis aeruginosa and obtained 96.2 % of purity. Guerra-Santos
& Greenbury [26] developed a method to produce zeaxanthin and separate from the liquid broth
by centrifugation, obtaining purity ranging from about 75 % to 90 %.

The other carotenoids present in the extract were lutein and B-cryptoxanthin, corresponding
to 0.65 + 0.28 % and 4.58 £ 0.02 %, respectively.

3.2 Experimental design

Table 2 shows the responses of the central composite design, and the effect that
independent variables (CM and CSO) caused on mean diameter is illustrated in the response

graph (Fig.1).
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Table 2. Full-factorial design 22 and the response for the dependent variable mean diameter.

Experiment Independent
variables
Coded level Actual level
CM CSO Mean diameter

(nm)
1 -1 -1 0.2 26 250
2 -1 1 0.2 54 609
3 1 -1 0.9 26 600
4 1 1 0.9 54 957
5 0 0 0.55 40 790
6 0 0 0.55 40 688
7 0 0 0.55 40 681
8 -1.41 0 0.1 40 297
9 1.41 0 1 40 953
10 0 -1.41 0.55 20 415
11 0 1.41 0.55 60 978

CM: cactus cladode mucilage (%); CSO: chia seed oil (mg).
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Fig. 1. Response surface for mean diameter (nm) as a function of CM (%) and CO (mg).

The regression coefficients and their corresponding p-value are shown in Table 3. The
analysis of variance (ANOVA) at 95 % confidence revealed that mean diameter showed
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Fregression calculated value (29.53) higher than Fregression tabulated value (5.05), and Fiackoffit
calculated value (1.20) lower than Fiackotfit tabulated value (19.16), and presented R? of 0.96,
which means that the independent variables influenced in mean diameter, and the model was

able to explain the quadratic data behavior.

Table 3. Regression coefficients for mean diameter.

po B1 P B2 B2z B2
Cf 719.67 197.73 -55.70 189.02 -27.70 -0.50
pv <0.05 <0.05 0.16 <0.05 0.39 0.98

Cf: regression coeficiente; pv: p value; fo: constant; Bi: cactus mucilage (linear); B11: cactus
mucilage (quadratic); B2: chia seed oil (linear); B22: cactus mucilage (quadratic); B12: interaction

between cactus mucilage and chia seed oil.

As can be observed, mean diameter increased with higher CM and CSO concentrations.
Tonon, Grosso, & Hubinger [27] also observed an increase in mean diameter in flaxseed oil
microcapsules with gum arabic as wall material with higher oil concentration. The emulsion
viscosity increases with high oil concentration, and it can interfere in the stability, resulting in
larger particle size. Similar findings were reported by Hosseini, Zandi, Rezaei, &
Farahmandghavi [28], who related an increase in particle size in the presence of high oil amount
in oregano essential oil nanoparticles with chitosan as wall material. Also, mucilages from the
Cactaceae family, like CM, are polysaccharides with high molecular weight [18] and the
increase in mucilage concentration, result in higher viscosity, leading to an increase in
nanoparticles mean diameter.

A decrease in particle size was observed in formulation 1 (containing 26 mg of CSO) when
compared with formulation 8 (containing 40 mg of CSO). Considering that zeaxanthin is a
lipophilic compound, a high oil concentration in nanoparticles core can facilitate its
solubilization, and for this reason, the experiment 8 was chosen as the optimal formulation due
to the higher oil amount when compared to formulation 1. Moreover, the formulation 8 still

maintained the desired mean diameter.

3.3 Preliminary tests of zeaxanthin encapsulation

In the development of Zea-NP, preliminary tests were performed to analyze the optimal

concentration of zeaxanthin extract to obtain nanoparticles with more homogeneous size
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distribution, diameter in the nano scale and high homogeneity. Thus, formulations were prepared
with 10, 20, 30 or 40 pg/mL of the extract, and evaluated regarding particle size and span value
by laser diffraction after preparation.

The concentration of the encapsulated compound is dependent on the type of formulation
and nanoencapsulation technique [29]. In this study, the solubility limits were considered to
establish the mentioned concentrations of zeaxanthin extract.

All the formulations presented nanometric and micrometric particles, as can be seen in Fig.2.
The obtained formulations showed the mean diameter of 532, 498, 238 and 437 nm, and a span
value of 4.74, 7.02, 1.25, and 4.53, respectively. According to the results, zeaxanthin
concentration influenced on particle size distribution and span value. However, the formulation
with 30 pg/mL (Fig.2c) showed the better particle size distribution, mean diameter and span
value, and was chosen as the optimal formulation for the further analysis. Lobato et al. [30],
produced bixin nanocapsules with poly (e-caprolactone) as the wall material and also observed
that higher bixin concentrations affected particle size distribution and stability.
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Fig. 2. Particle size distribution (volume) of Zea-NP with different concentrations of zeaxanthin
extract (a) 10 pg/mL, (b) 20 pg/mL, (c) 30 pg/mL and (d) 40 pg/mL.

130



3.4 Characterization of Zea-NP and Zea-NE
3.4.1 Particle size distribution and span value

The nanoparticles formulation with 30 pg/mL of zeaxanthin was homogenized in a high-
pressure homogenizer, to obtain a more homogeneous particle distribution. The Zea-NP
presented a mean diameter of 184 + 3.54 nm and homogeneous distribution (Fig 3a) confirmed
by the span value. In the homogenization process, the suspension was forced to pass through a
valve with a narrow aperture [31], decreasing particle size.

De Campo et al. [14] utilized chia seed mucilage to nanoencapsulate chia seed oil and found
higher values for mean diameter (205 + 4.24 nm). De Oliveira, Paula, & Paula [32] developed
essential oil nanocapsules with different proportions of alginate and cashew gum and also found
superior values varying from 223 to 339 nm. The viscosity of the wall material and its
concentration may influence the particle size. Thus, higher viscosity and concentration of the
wall material can lead to larger particle size. Parameters like shear rate utilized in the
emulsification process of organic phase into the aqueous phase, the composition of the organic
phase, polymer and surfactant concentration and the ratio between oil and polymer can
influence particle size [33].

As reported by Tonon et al. [34], the molecular size of the wall material can influence in
mean diameter increase. Some studies reported that mucilages extracted from Opuntia ficus
indica cladode are heteropolysaccharides with molar mass varying from 2.3 x 10* to3 x 10°
g.mol* [18, 35]. However, there are no reports of data about the molar mass of Opuntia
monacantha. In this study, Zea-NE presented lower mean diameter (150 + 1.15 nm) (Fig 3b)
than Zea-NP, and this difference can be attributed to the CM in Zea-NP formulation, that may
have increased the nanoparticles mean diameter. Otélora et al. [20], also observed that higher
amount of cactus cladode mucilage in betalain microcapsules caused an increase in particle

size.
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Fig. 3. Particle size distribution (volume) of Zea-NP (a) and Zea-NE (b).

Regarding span, Zea-NP and Zea-NE presented values of 1.18 £ 0.06 and 1.32 + 0.12,
indicating high homogeneity. The small mean diameter and span value are indicative of the
effectiveness of the method employed to nanoparticles obtention [31]. Thus, the obtained results

revealed that the nanoencapsulation method utilized was adequate to produce Zea-NP.

3.4.2 Zeta potential and pH

Zeta potential measures the charge attraction and repulsion between particles and adequate
values can vary between -30 mV and 30 mV [36]. Zea-NP presented zeta potential of
-14.8 £ 0.42 mV, and this result is similar than those obtained by Lobato et al [30]. Zea-NE
presented zeta potential of — 23.8 £ 1.27 mV. Liu, McClements, Cao, & Xiao [37] obtained
more negative values (-40.7 = 0.7 mV) when compared to Zea-NE, for corn-oil-in water
emulsions with astaxanthin.

The characteristics of the components utilized to make nanoparticles can influence the zeta
potential values. When nanoparticles are prepared using anionic polymers, negative zeta
potential values are obtained [33]. Opuntia ficus indica is composed of anionic polysaccharides,
like galacturonic acids; and mucilages extracted from them are negatively charged [38]. Valente
et al. [39] studied the cladodes of Opuntia monacantha and observed similar characteristics to
the Opuntia ficus indica species.

The pH of the medium also can influence in zeta potential [33] as related by Liu, Low, &
Nickerson, [40] who observed that the magnitude of negative charge increased with higher pH
values. The authors obtained negative values for zeta potential at pH > 3.57 and positive ones
at pH <3.57. The Zea-NP and Zea-NE presented an initial pH of 4.54 £ 0.16 and 11.19 £ 0.19,
respectively (Table 3). The pH of Zea-NP was significantly lower than Zea-NE due to initial

mucilage acidification, and this can explain the decrease in negative magnitude charge of zeta
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potential when compared to Zea-NE. In addition, when acidified to pH 4, Zea-NE presented
zeta potential of -12 + 2.23 mV.

3.4.3 Viscosity

Zea-NP and Zea-NE presented viscosity values of 1.90 + 0.09 and 1.24 + 0.03 MPa.s,
respectively, and both formulations presented typical Newtonian behavior, where the shear
stress increase is proportional to the shear rate increase. Zea-NP presented higher viscosity than
Zea-NE, and this can be attributed to the presence of CM utilized as structuring material, which
exhibited a viscosity of 1.75 + 0.47 MPa.s and Newtonian behavior. Tonon et al. [27] studied
the influence of emulsion composition on the microencapsulation of flaxseed oil using gum
arabic as the wall material and related that emulsion viscosity increased as gum arabic
concentration increased.

Medina-Torres et al. [18], studied a mucilage extracted from Opuntia ficus indica and
observed non-Newtonian behavior in different mucilage concentrations (1, 3, 5 and 10 %).
Contreras-Padilla et al. [41], also related non-Newtonian behavior for Opuntia ficus mucilage
at three different concentrations (1, 3 and 5 %). However, in this study CM solution was
prepared in a lower concentration (0.1 % w/v) to reduce mucilage viscosity and ensure
nanoparticles formation. This low viscosity and the interaction of CM with the other
components utilized to make Zea-NP and Zea-NE may explain the Newtonian behavior found.
Similar findings were reported by de Campo et al. [14], who observed the same viscosity
behavior in chia seed oil nanoparticles with chia seed mucilage (0.1 % w/v) as wall material.
Carneiro et al. [42], developed microcapsules of flaxseed oil using different combinations of
wall materials and observed Newtonian behavior for flaxseed microcapsules with whey protein

concentrate and gum Arabic as wall material.

3.4.4 Sample color

Regarding the color coordinates, Zea-NP presented orange color with CIELAB values:
L*=46.10 + 3.18, a*= -0.22 + 1.67, b*= 17.25 + 1.16 and Zea-NE L*= 44.27 + 0.69,
a*=4.39 £ 0.14, b*=18.18 + 0.75. Liu et al. [37] obtained similar results for L* (48.42 + 0.22)
and a* (5.65 £ 0.01) but lower b* values (1.03 £ 0.01) for corn-oil-in water emulsions with
astaxanthin. Statistical difference between Zea-NP and Zea-NE was observed only for

coordinate a*, where Zea-NP presented lower values (Table 3). This difference may be
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explained due to the presence of CM utilized as structuring material in Zea-NP, which confers
turbidity to the nanoparticles suspension.

According to the results, both formulations exhibited higher luminosity and yellow color,
due to the characteristics of the free zeaxanthin, which showed the following CIELAB
coordinates: L*=59.46 = 0.02, a*= 14.27 + 0.20, b*=52.91 + 0.01, when diluted in ethanol.
When compared to the color parameters of zeaxanthin extract, the formulations showed a
decrease in color intensity, and this may be explained by the interaction with the other

components utilized to make Zea-NP and Zea-NE.

3.4.5 Morphological properties

Zea-NP and Zea-NE morphology are shown in Fig. 4a and 4b, respectively. Both
formulations presented approximately the same mean diameter obtained by laser diffraction
technique.

According to Tonon et al. [27], particles with a heterogeneous surface can present lack of
its flow properties and can have larger contact areas than those with a homogenous surface,
making them more susceptible to oxidation. In this work, the absence of aggregation and
uniform appearance with a smooth surface were observed for both formulations, suggesting that
the method utilized for encapsulation was successful. Moreover, corroborating with span values
Zea-NP and Zea-NE exhibited a homogeneous structure.

Otalora et al. [20], related that CM has a spherical morphology, being suitable for use in
encapsulation and observed uniform appearance without agglomeration in betalain
microcapsules using cactus cladode mucilage (Opuntia ficus indica) and maltodextrin as

encapsulating agents.

1
&

Fig. 4. TEM images of Zea-NP (a) and Zea-NE (b) at 200 x magnification [bar 100 nm].
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3.4.6 Thermal properties

The results of thermogravimetric analysis (TGA) and the correspondent derivative curves
(dTG) of CM, Zea-NP, and Zea-NE are shown in Fig 5.
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Fig. 5. Thermogravimetric analysis (a) and dTG curves (b) of CM, Zea-NP, and Zea-NE.

Three main stages of weight loss were observed in all the samples. The first one is
associated to loss of free water, where the samples presented water evaporation in the
temperature range of 25 to 150 °C, corresponding to losses of 14.82 % for CM, 9.96 % for Zea-
NE and 3.82 % for Zea-NP. In the second stage between 150 and 600 °C, the total weight loss
was 52.67 % for CM, 75.05 % for Zea-NE and 70 % for Zea-NP, concerning to polysaccharides
degradation that composes CM, and the other components utilized to obtain Zea-NP and Zea-
NE, such as Tween 80®, CSO, and zeaxanthin extract. As the analysis was performed under an
inert atmosphere from 600 to 800 °C, residual losses related to carbon residue were observed in
CM, Zea-NE, and Zea-NP, corresponding to 12.39 %, 8.78 %, and 9.68 %, respectively.

The CM had a significant mass loss started around 300 °C, Zea-NE in approximately 200 °C
and Zea-NP at ~ 250 °C, indicating that CM was more thermally stable than the formulations
and that Zea-NP presented more stability under temperature than Zea-NE. The presence of CM
lead to greater nanoparticle stability, and its characteristic is very useful considering industrial
applications. De Oliveira et al. [32] also observed that higher concentrations of cashew gum in
essential oil encapsulation resulted in high thermal stability.

From the obtained results was possible to conclude that CM have appropriate
characteristics to be used as structuring material in zeaxanthin encapsulation, due to its high
thermal stability, conferring protection to degradation and oxidation to the nanoencapsulated

carotenoid.
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3.4.7 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

FT-IR spectrum is one of the most utilized techniques to analyze the structure of the
polymer and to determine their main functional groups [43]. The FT-IR spectrum of CSO, CM
and Zea-NP are shown in Fig. 6.
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Fig. 6. Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) of chia seed oil (CSO), cactus cladode

mucilage (CM) and zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP).

Regarding CSO spectra, a C-H stretching vibration was observed at 3016 cm, representing
the unsaturated fatty acids [44, 45]. For oils that contain a higher degree of unsaturation, this
peak appears at a higher wavenumber, as was observed in this study, for chia seed oil. The
asymmetric and symmetric stretching vibration of C-H methyl groups were represented by the
peaks at 2927 and 2854 cm™ [46]. A prominent peak observed at 1749 cm™! was assigned to
C=0 stretching vibration of ester functional groups of lipids and fatty acids and provides a
measure of total lipids in chia seed oil [47]. The bands observed at 1466 cm ! and 1166 cm™
corresponds to CH> bending vibration and to the C-O ester group asymmetric stretching
vibration, respectively [45, 46]. The most intense band at the end of the spectra centered at
720 cm™?, is attributed to the combination of CH2 bending vibration and the out-of-plane
deformation of methylene in cis-disubstituted olefins [46, 47].
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The CM spectra showed a broad band at 3347 cm™ corresponding to the stretching of the
hydroxyl group. The band at 2936 cm™ is assigned to stretching vibration of C-H group
[48, 49]. A band appearing at 1594 cm™ is attributed to C=0 stretching vibration of a carboxyl
group [50] and the band located at 1411 cm™ is attributed to H-C-H bending vibrations. The
peak at 1055 cm™ is assigned to the C-O-H bonds of p-arabinose [43].

The characteristic bands of CSO appeared in Zea-NP spectrum, and the bands observed in
CM spectrum was also found in the nanoparticle spectra, like the band at 3447 cm™ that was
observed. In FT-IR spectra of Zea-NP, most peaks appeared on the same wavenumber.
However, some differences in the regions of 3083 to 2922 cm™* may indicate the presence of
other components with insaturations, like the Tween 80 utilized to nanoparticles obtention.
Additionally, at 1779 cm™ a shift of the C=0 band to higher frequency was observed, that can
be attributed to a decrease in the H bonds of the fatty acids if compared to its pure form. This
fact suggests that an increase in the strength of the C=0 interaction is caused by the entrapment
of the oil core by the structuring material. These findings indicate the efficiency of the

nanoencapsulation technique utilized in this study.

3.5 Encapsulation efficiency of Zea-NP

The encapsulation efficiency is an important parameter to evaluate the nanoparticles
formation and corresponds to the quantify of bioactive compound encapsulated. The
encapsulation efficiency of Zea-NP was 96.57 %, indicating that only 1.03 pug/mL of the total
zeaxanthin added (30 pg/mL) in Zea-NP was not encapsulated. This result indicates that
28.97 ug/mL of zeaxanthin was encapsulated, proving the efficacy of the encapsulation
technique utilized and the potential of CM as structuring material to nanoencapsulate bioactive
compounds.

Brum et al. [11] and dos Santos et al. [10], using PCL as wall material, obtained similar
encapsulation efficiencies of 99.51 % to lutein nanocapsules and 95 % to lycopene
nanocapsules, respectively. Both carotenoids, lutein, and lycopene, have similar behavior to
zeaxanthin due to its high hydrophobicity [2]. Carotenoids have high affinity with oil, which
reduces losses to the aqueous phase and contributes to increasing encapsulation efficiency and

stability of these compounds [51].
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3.6 Determination of Zea-NP and Zea-NE stability under different temperatures

The parameters utilized in nanoparticles obtention combined with the storage conditions
may affect the stability of the system [33]. In this study, the Zea-NP and Zea-NE stability were
analyzed under different temperatures (4, 25 and 40 °C) without light exposure and parameters
such as mean diameter, span value, pH, color, and zeaxanthin retention (%) in Zea-NP and Zea-
NE were evaluated during 28 days of storage.

During storage, the nanoparticle size is an important parameter to verify physical stability
[52]. In Table 4, is possible to observe that the Zea-NP stored at 4 °C did not present a significant
difference in mean diameter during 28 days of storage and at 25 °C and 40 °C showed an
increase after the first day of storage that remained constant until the end of the storage. These
results indicate that higher temperatures caused changes in nanoparticles structure. However, it
was not observed phase separation, sedimentation or flocculation during the storage period.
This high stability is conferred by the non-ionic surfactant utilized (Tween 80®) that can prevent
the formation of agglomerates by steric stabilization [24].

Moreover, the balance between surfactant and oil provides a small and uniform particle
size, due to the coverage of surfactant around the nanoparticle, avoiding aggregation [53]

The Zea-NE stored at 4 °C and 25 °C showed a significant increase and decrease in the
particle size during storage time. Similar results were reported by Weigel, Weiss, Decker, &
McClements [54], who evaluated the stability of lutein-enriched emulsion-based delivery
systems and observed increase followed by decrease in the mean particle size of the emulsions,
suggesting that the decrease in size can be due to sampling problem associated with droplet
coalescence and oiling off. The mean diameter of Zea-NE stored at 40 °C remained stable after
28 days.
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Table 4. Stability of mean diameter and span value of Zea-NP and Zea-NE stored at 4 °C, 25 °C
and 40 °C during 28 days.

Temperature
Storage time 4°C 25°C 40 °C
(days)
Zea-NP Zea-NE Zea-NP Zea-NE Zea-NP Zea-NE
Mean Mean Mean Mean Mean Mean
Diameter diameter diameter diameter diameter diameter
0 156 + 2A2 147 + 280 184 + 3/0 150 + 1B¢ 148 + 12/¢ 149 + 242
7 163 + 442 153 + 4Bab 286 + 36”2 197 +0.7B2 179 £ 470 157 + 1Ba
14 163 + 542 153 + 0.01Bab 282 + 4772 192 + 4Bab 186 + 2A® 157 + 1282
21 162 + 442 155 + 4Ba 288 + 4172 193 £ 0.01B2 186 + 67 146 + 782
28 162 + 472 154 + 3Ba 297 + 4842 177 + 1580 192 + 2Aa 146 + 4Ba
Span Span Span Span Span Span
0 1.14+0.08%  1.28 +0.092 1.61 +0.0142 1.32+0.128 | 1.21+0.01%¢ 1.24+0.16"
7 1.17+0.0882  1.60 + 0.28"2 1.76 + 0.3142 1.74+0.217 | 1.43+0.18"° 1.46+0.024
14 1.38+0.14% 159+ (.25 1.77 £ 0.3142 1.70+0.16" | 1.64+0.04"* 1.39+0.20%
21 1.35+0.13%  150+0.31 1.83 + 0.4242 1.69+0.17% | 1.61+0.06% 1.27 +0.04B2
28 1.30+£0.13% 1,59 +0.26"2 1.81 + 0.4242 1.60+£0.15% | 1.70+0.01% 1.26 +0.04B2

Mean + standard deviation values followed by the same upper case letter in line and by the same lower

case letter in column are not significantly different.

The span value indicates if the particles are uniformly distributed in suspension. In this

study, no change in span value was observed during 28 days of storage at 4 °C and 25 °C for

Zea-NP and Zea-NE, indicating that this temperature range did not influence in the

homogeneity of the granulometric profile of nanoparticles suspension and that no particle

aggregation or agglomeration occurred during storage. Similar results were reported by Brum

et al. [11] and de Campo et al. [14] that nanoencapsulated lutein with poly-€g-caprolactone and
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chia seed oil with chia seed mucilage, respectively. However, at 40 °C an increase in span value
was observed for Zea-NP after the first day of storage and remained stable after 7 days of
storage.

During the stability evaluation, the pH of Zea-NP (Table 5) remained stable during storage
time under different temperatures. However, it was possible to observe a pH reduction in Zea-
NE stored at 40 °C after 28 days. This reduction may be associated with accelerated oxidation
of chia seed oil induced by the temperature that increases acid value [55] and, consequently,
reduced pH values. The Zea-NP stored at 40 °C did not present this behavior due the protection
conferred by the structuring material against oil oxidation and the reduction of the effects of
light, heat, and oxygen [14].

The color parameters remained stable in Zea-NP stored under the different temperatures
evaluated, indicating that the color stability of zeaxanthin, (the pigment that confers color to a
nanoparticle) was not affected by temperature due to the protective effect of CM. However,
changes in color were observed in Zea-NE, especially at 40 °C, where significative alterations
in L, a*, and b* parameters were observed. The nanoemulsions showed an increase in L value
in this temperature after 28 days, with initial L of 44.77 + 0.05 and at the end of the storage
time of 55.96 £ 1.91. This increase in brightness indicated a decrease of carotenoid in
suspension and appearance of white light and was also observed at 4 °C after 14 days of storage.
For a* and b* parameters changes did not occur in this temperature. At 25 °C the color
a* presented a decrease after the first day of storage, and the L and b* parameters did not

change.
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Table 5. Stability of pH and color (L, a* and b*) of Zea-NP and Zea-NE stored at 4 °C, 25 °C and
40 °C during 28 days.

Temperature
Storage time 4°C 25°C 40°C
(days)
Zea-NP Zea-NE Zea-NP Zea-NE Zea-NP Zea-NE

pH pH pH pH pH pH
0 451 +0.13% 9.61+0.174 4,54 +0.1652 11.19+£0.19%  451+0.11%  11.09 +0.24%
7 4.54 +0.1082 9.57 £ 0.16%2 456 +0.148 11.16 £ 0.09%* 457 +0.12%%  10.10 + 0.50%
14 4.49 +0.1082 9.29 +0.1772 450+0.1082 10.98 £ 0.077%  4.46+0.13%  8.01+0.017°
21 4.36 £ 0.2252 9.25 £ 0.16" 418+0.178 1057 £0.68%%  4.46+0.13%%  6.63+0.074°
28 4.50 + 0.0952 9.50 + 0.40% 429+0.198 9.42+1.34%  4.48+0.03% 5.65 £ 0.734°

L L L L L L
0 45.96 + 2.49/2 4424 + 0277  46.10 +3.187% 4427 +£0.697% 4542 +2.30°% 44.77 +0.05*°
7 46.52 + 2.80"2 44,60 + 054" 4621 +2.584% 4433 +0.477 4452 +3.21°% 46.77 £ 1.76"°
14 46.90 + 2.9272 43.79+0.80°° 4728 +2.117% 47.31+0.84"° 46.36+2.90"* 51.68 + 2.39%
21 48.13 £ 247" 46.92 £0.527%  47.25+2.06%% 48.14+1.794% 46.99 £2.898% 5536+ 1.46"
28 48.25 + 257 46.75+0.38"%  46.86+1.98% 49.79+4.20% 46.84 £3.2688 55096+1.91°

a* a* a* a* a* a*
0 0.37 +£1.1382 4.29 +0.027 -0.22 +1.6752 4.39 + 0.147 0.11£0.04%%  4.35+0.18"
7 -0.20 £ 0.578 3.49 £ 0.0272 -0.42 +1.3352 2.13+0.36%° -0.31+1.47%  4.41+0.54%
14 -0.33 £ 0.60% 4.34 £ 0.35% -0.12 £ 1.4152 3.22+ 0672  -0.47 £1.23% 429+ 0.72A%
21 0.20 £ 0.52B2 4.09 £ 0.29% -0.33 £ 1.3852 2.68+0.28%  -0.71+1.958% 3,52 +0.03°
28 0.16 +0.5382 4.96 +1.617 -0.51 + 1.4152 2.36 £ 1.22% 0.32 + 2.56"2 3.21 £ 0.29%¢

b* b* b* b* b* b*
0 17.88 + 0.5242 18.30 £ 0.89® 1725+ 1.167% 18.18+0.75% 18.07 +1.93”* 18.29 +0.63"
7 17.81 £ 0.6742 18.20 £0.59%  16.57+0.68% 1590+ 1.15"% 16.82+1.05% 10.78 + 1.495°
14 18.08 + 0.8442 18.10+£0.76"*  18.35+1.334 19.14+0.96”% 18.81+0.77* 5.01+2.998B¢
21 18.84 + 0.148 20.00+£0.67%*  18.14+1.43% 18.28+1.05" 17.59+2.06% 7.17 +1.438
28 18.78 + 0.2652 19.70 £ 0.69® 1796 +1.627% 17.05+1.43%% 14.25+3.65”% 8.23+ (.34 80

Mean * standard deviation values followed by the same upper case letter in line and by the same lower case letter in

column are not significantly different.

During storage, the zeaxanthin retention (%) in all formulations decreased significantly

during 28 days of storage. However, the zeaxanthin retention in Zea-NP was higher than in Zea-

NE at the end of the storage at 25 °C and 40 °C, indicating that CM protected against degradation
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of the carotenoid zeaxanthin (Fig 7). The carotenoids stability is influenced by its molecular

structure and environment conditions, such as temperature, oxygen, and light.

124 4

I 7ca-NP 1209

I Zca NP

Zeaxanthin retention 4 °C (%)
Zeaxanthin relention 25 °C (%)

14 21

Storagc time (days)

I Zca-NP

Zeaxanthin retention 40°C (%)

Storage lime (days)

Fig. 7. Zeaxanthin retention in Zea-NP and Zea-NE stored at 4°C, 25°C and 40°C during 28
days.

For Zea-NP and Zea-NE stored at 4 °C, it was observed that 56.29 % and 63.5 % of
zeaxanthin remained present during 28 days of storage, while the remains of zeaxanthin at 25 °C
was 39.66 % for Zea-NP and 20.64 % for Zea-NE. Brum et al. [11] utilized the same
temperatures (4 °C and 25 °C) to evaluate the lutein retention in lutein nanocapsules with poly
(e-caprolactone) as the wall material and also observed that the lutein retention was higher in
nanocapsules stored at 4 °C.

For the high temperature that the formulations were subjected (40 °C), 31.30 % and 0.73 %
of zeaxanthin remained in nanoparticles and nanoemulsion core, respectively, indicating that
the zeaxanthin retention in Zea-NP was three times higher than in Zea-NE. The greater
carotenoid losses are observed at higher temperatures due to the formation of cis or trans
isomers and oxidation products [56].

These results indicate that the degradation of zeaxanthin was higher at elevated

temperatures, followed by room temperature. Additionally, it was possible to observe that the
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use of refrigeration may contribute to maintaining the stability of zeaxanthin and when

combined with the nanoencapsulation technique, the zeaxanthin retention was improved.

4 Conclusion

The results of the present study demonstrated that it was possible to synthesize zeaxanthin
nanoparticles using cactus cladode mucilage (Opuntia monacantha) as structuring material. The
Zea-NP showed high homogeneity and stability during the storage time evaluated. This work
also showed that the zeaxanthin content was preserved due to the protection provided by CM,
indicating that the nanoencapsulation can improve the zeaxanthin stability. Additionally, the
obtained results suggest that zeaxanthin retention is dependent on the storage temperature, and
that this parameter associated with nanoencapsulation may improve the protective effect of the
structuring material, demonstrating that the wusing of cactus cladode mucilage
(Opuntia monacantha) is a promising alternative to substitute synthetic polymers to the

application of nanotechnology in the food sector.
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Incorporation of zeaxanthin nanoparticles in yogurt: influence on physicochemical

properties, carotenoid stability and sensory analysis

Camila de Campo, Renato Queiroz Assis, Tania Maria Haas Costa, Karina Paese, Silvia

Staniscuaski Guterres, Alessandro de Oliveira Rios, Simone Hickmann Flores

Abstract

In this study, zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP) and zeaxanthin nanoemulsion (Zea-NE) were
incorporated in yogurt. Control yogurt (CY), yogurt added of nanoparticles (Y-NP) and yogurt
added of nanoemulsion (Y-NE) were evaluated weekly regarding pH, titratable acidity, color,
textural parameters, viscosity and syneresis during 28 days at 4 °C with light exposure.
Zeaxanthin retention in Y-NP and Y-NE was also determined over storage time. Sensory
attributes and morphology were evaluated in all yogurt samples and zeaxanthin bioaccessibility
after in vitro digestion was analyzed in Y-NP and Y-NE after preparation. At the end of storage
time, zeaxanthin retention was higher in Y-NP (22.31 %) than in Y-NE (16.84 %). Despite the
lower firmness and viscosity observed in Y-NP, these changes are not sensorially perceived.
The bioaccessibility after in vitro digestion suggested that nanoencapsulation provided a
controlled release of the carotenoid. The results indicated that Zea-NP can be incorporated in
yogurt, allowing the dispersion of a hydrophobic compound in a hydrophilic matrix and

providing high stability.

Keywords: Nanoencapsulation; cactus mucilage; bioaccessibility; sensory evaluation.

1 Introduction

Carotenoids are natural compounds found in fruits and in green leafy vegetables, and its
consumption have been associated with health benefits, such the decrease of incidence of heart
diseases and some types of cancer (Eggersdorfer & Wyss, 2018). Among the carotenoids,
zeaxanthin plays a special role in reducing the risk of age-related macular degeneration and
cataract (Milani, Basirnejad, Shahbazi, & Bolhassani, 2017).

Some carotenoids, such as p-carotene, lutein, zeaxanthin, lycopene, and astaxanthin are
utilized as supplements, to fortify foods, as dye in food and beverages and in pharmaceutical
applications (Eggersdorfer & Wyss, 2018). Despite their beneficial effects, carotenoids are

151



sensitive to heat, light, and oxygen, which limits its application in food industry (Aguiar,
Estevinho, & Santos, 2016). Furthermore, most of the carotenoids have higher hydrophobicity,
limiting its utilization in beverages or food with high water content (Toniazzo et al., 2014).

Nanoencapsulation is a promising technology that promotes the dispersion of hydrophobic
compounds, like carotenoids, in water-rich food matrices. Moreover, through
nanoencapsulation, its possible increase the potential of carotenoids incorporation in food,
generating new products with added value (Medeiros et al., 2019).

Yogurt is a food consumed by people of all ages with great acceptance by consumers, and
its consumption is linked to healthy habits, confering benefits to the human health due to their
high calcium and protein content (Xavier, Mercadante, Garrido-Fernandez, & Pérez-Galvez,
2014). However, yogurt is low in total antioxidant activity (Taksima, Limpawattana, &
Klaypradit, 2015), which makes interesting the addition of bioactive compounds. Furthermore,
yogurt added of colors and flavors, that at the same time offer health benefits, have gained space
in the market, enhancing the consumer acceptance (Mohammadi-Gouraji, Soleimanian-Zad, &
Ghiaci, 2018). Therefore, the addition of natural antioxidants is a promising alternative to
improve its nutritional value and confer color.

Ghorbanzade, Jafari, Akhavan, & Hadavi (2017),developed yogurt with fish oil
nanoliposomes and observed that yogurt containing nanoliposomes showed higher fatty acids
retention than the yogurt with free fish oil. Medeiros et al. (2019) produced yogurts with an
encapsulated carotenoid extract from melon and related that encapsulated extract, containing
mainly [-carotene, promoted higher yellow color and carotenoid dispersion in yogurt matrix.
However, there are no studies regarding the application of zeaxanthin nanoparticles in food.
Furthermore, there is a need to know the effect of nanoparticles in food matrices, and the
bioaccessibility of the nanoencapsulated compound after in vitro digestion also should be
investigated.

In our previous studies (de Campo et al., 2018), zeaxanthin nanoparticles were synthesized
using cactus mucilage as structuring material, to substitute synthetic polymers in
nanoencapsulation. The findings of the study revealed that zeaxanthin nanoparticles presented
high stability under different temperatures and showed prolonged shelf-life when compared to
zeaxanthin nanoemulsion, demonstrating that the nanoparticles have potential to be applied in
food matrices.

Considering the health benefits provided by zeaxanthin, the possibility to apply a
hydrophobic compound in a food with high water content through nanoencapsulation, and the

few studies about nanoparticles effect in food matrices, this work aimed to incorporate
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zeaxanthin nanoparticles in yogurt and evaluate the influence of the nanoparticles and
nanoemulsion addition on physicochemical properties, carotenoid stability and sensory analysis
of yogurt. The bioaccessibility of zeaxanthin in yogurt after in vitro digestion was also

investigated.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Milk (Tirol®), skim powdered milk (CCGL®), guar gum and xanthan gum (Foco
Alternativo®) and the freeze-dried bacterial cultures of L.acidophilus, Bifidobacterium and S.
thermophilus (BioRich®), utilized to yogurt production were obtained in a local market (Porto
Alegre, Brazil).

Tween 80® (Dinamica, Sdo Paulo, Brazil) and ethanol 99.5 % (Exodo, S&o Paulo, Brazil)
were utilized in nanoparticles and nanoemulsion obtention. The enzymes utilized to in vitro
digestion (a-amylase, pepsin, pancreatin, and bile salts) were obtained from Sigma-Aldrich
(Séo Paulo, Brazil). All other chemicals and solvents were of analytical grade.

Zeaxanthin extract from Goji berry fruit and cactus mucilage obtained from cactus cladodes
of Opuntia monacantha (utilized as structuring material to nanoparticles production) were
obtained according to the method described by de Campo et al. (2018).

2.2 Preparation of zeaxanthin nanoparticles (Zea-NP) and zeaxanthin
nanoemulsion (Zea-NE)

The Zea-NP and Zea-NE were obtained according to the methodology proposed by de
Campo et al. (2018). To Zea-NP obtention, an organic phase composed by Tween 80®, chia
seed oil, and zeaxanthin (30 pg/mL) diluted in ethanol, was injected dropwise into 20 mL of an
aqueous phase composed by cactus mucilage (0.1 %), during homogenization in Ultra-Turrax
(IKA Ultra Turrax® digital, model T25, Staufen, Germany) (8000 rpm/15 min). Thereafter, the
nanoparticles were homogenized in a high pressure homogenizer (Avestin, model EmulsiFlex-
C3®, Ottawa, Canada) for 3 cycles at 500 bar. To Zea-NE obtention, the same procedure was
realized, and the aqueous phase was distilled water. Zea-NP and Zea-NE were characterized in

our previous work.
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2.3 Yogurt manufacture

To yogurt preparation, whole milk was heated to 40 °C in a water bath and skim powdered
milk was added (10 % wi/v), and the mixture was maintained under stirring in a mechanical
stirrer (Edutec, model EEQ9008A-2, Curitiba, Brazil) for 15 min. Thereafter, the milk was
heated to 80 °C, and guar gum (0.15 % w/v) and xanthan gum (0.05 % w/v) was added and
maintained under stirring for 30 min. The mixture was cooled to 45 °C, and the lyophilized
bacterial culture was added (0.4 g/L) and incubated at 45 °C for 5 h in a cheese vat (Armfield,
Model FT20MkIl, Ringwood, England). Afterwards, the yogurt was cooled to 4 °C until the
analysis.

Zea-NP and Zea-NE (12.5 % v/v, corresponding to 364.20 and 375 ug of zeaxanthin,
respectively) were applied under stirring (Fisatom, Model 713D, S&o Paulo, Brazil) in yogurt
until complete homogenization.

Yogurt samples (50 g) of control yogurt (CY), yogurt added of nanoparticles (Y-NP) and
yogurt added of nanoemulsion (Y-NE) were packed in closed plastic pots and stored in a
chamber (NewLab, Model NL-41-01 A, Piracicaba, Brazil) with light exposure at 4 °C for 28

days. For the syneresis analysis, yogurt samples (20 g) were conditioned in falcon tubes.

2.4 Yogurt analyses

The CY, Y-NP, and Y-NE were evaluated weekly for 28 days, regarding pH, titratable
acidity, color, textural parameters, viscosity, and syneresis. The zeaxanthin retention in Y-NP
and Y-NE was also evaluated during storage, sensory and morphology were performed in all
the yogurt samples after preparation. Bioaccessibility of zeaxanthin in yogurt matrix after in
vitro digestion was investigated in Y-NP and Y-NE.

The CY was composed of 73.67 £ 0.13 % moisture, 7.51 + 0.06 % ash, 8.97 £ 0.06 %
proteins and 1.91 £ 0.16 % lipids, in dry basis.
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2.4.1 pH and titratable acidity

The pH of the yogurt samples was evaluated using a pHmeter (Hanna Instruments, Model
H1221, Woonsocket, United States) previously calibrated with pH 4 and pH 7 standard buffers.
The titratable acidity was analyzed according to AOAC (2005). For the analysis, 10 g of each
yogurt sample was mixed with 75 mL of distilled water and titrated with 0.1 N NaOH using
phenolphthalein as indicator. The results were expressed as % of lactic acid.

2.4.2 Syneresis

To determine syneresis, 20 g of yogurt was centrifuged (3000 g, 10 min, 4 °C) (Sigma,
Model 4 K15, Osterode am Harz, Neustadt an der Weinstrasse, Germany) as described by
Robertson et al. (2016). The supernatant was collected, weighed, and syneresis was expressed

according to the equation (Eq. 1):

. Total weight of separated liquid
Syneresis = g ,f s 1 100 1)
Total weight of yogurt

2.4.3 Color

To determinate color attributes, a portable colorimeter (Konica Minolta, Model CR400,
Tokyio, Japan) was utilized. The L value (lightness), a* (red-green intensity) and b* (yellow-
blue intensity) were measured according to the Commission Internationale de I'Eclairage
(CIELAB system).

2.4.4 Texture analyses

The texture properties of yogurt (firmness and consistency) were analyzed using a texture
analyzer (Stable Micro Systems, model TA.XT2i, Godalming, United Kingdom). The sample
compression was performed with a Backword Extrusion Rig probe (35 mm diameter) with a
penetration rate of 2 mm/s and penetration depth of 10 mm. The obtained data were analyzed

with Exponent Lite program.
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2.4.5 Viscosity

The viscosity of yogurt samples was measured in a rheometer (Thermo Scientific, model
HAAKE Mars Il1, Massachusetts, United States) at 4 °C, using a concentric cylinder (26 mm x
34 mm). The samples were submitted to a pre-shear at 200 s for 1 min and subsequently shear
rate ranging from 0.01 to 200 s and from 200 to 0.01 s™%. The results are expressed as a mean
of the values at 200 s,

2.4.6 Determination of Zea-NP and Zea-NE stability in yogurt

To evaluate Zea-NP and Zea-NE stability in yogurt, zeaxanthin was extracted from Y-NP
and Y-NE. For this purpose, a yogurt sample (10 g) was weighed and placed in a test tube, 10
mL of 4 N hydrochloric acid was added and the mixture was vortexed for 2 min as described
by de Campo et al. (2017), to nanoparticles disruption. The zeaxanthin was exhaustively
extracted with acetone (5 mL) and petroleum ether (10 mL) by vortexing for 5 min, until color
absence in yogurt samples. Then, 10 mL of saturated NaCl solution was added, the supernatant
was collected, dried in N2 and stored at -18 °C until HPLC analysis.

The zeaxanthin retention (%) in yogurt samples was determined by HPLC (Agilent series
1100, California, United States), equipped with a quaternary pump, online degasser, and
automatic injector. Separation was carried out in a C30 polymeric column (250 x 4.6 mm, 3 um
particle size) kept at 25 °C, using as mobile phase MeOH/MTBE (50:50 v/v) for 5 min and flow
rate of 1 mL/min. The injections were performed in triplicate, and the absorption wavelength
utilized to process the chromatograms was 450 nm. ChemStation® software program was
utilized for data acquisition and processing. For zeaxanthin quantification, a calibration curve
with R? > 0.99 was utilized. Before injection, the samples were resuspended in MTBE and
filtered (0.45 um, Millipore, S&o Paulo, Brazil).

2.4.7 Yogurt morphology

The morphology of CY, Y-NP and Y-NE was verified through transmission electron
microscopy (TEM) in the Central Laboratory of Microscopy and Microanalysis, (PUCRS, Porto
Alegre, Brazil), using a Fei, model Tecnai G2 T20, operated at 120 kV with magnification of
13500 x and 26500 x.

To sample preparation, CY, Y-NP and Y-NE were diluted in distilled water (1:10 v/v) in
an Eppendorf, and one drop of this dilution was placed on a grid (Formvar-carbon support films
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400 mesh). Then, 2 drops of uranyl acetate (2 % wi/v), utilized as a negatively standard, was
deposited on the grid. The samples were analyzed on the same day of preparation.

2.4.8 Sensory analyses

For the sensory analysis, a commercial yogurt of fruit salad flavor was utilized. The CY,
Y-Zea-NP, and Y-Zea-NE were evaluated by 50 untrained panelists after preparation. Sensory
evaluation was based on a 9-point hedonic scale, where 1: dislike extremely; and 9: likely
extremely. The attributes of appearance, flavor, color, texture, consistency, taste, aftertaste, and
overall acceptability were evaluated. The samples were given to the panelists in coded plastic

cups (20 mL approximatelly) (Meilgaard, Carr, & Civille, 2006).

2.4.9 In vitro digestion

The Y-NP and Y-NE samples were subjected to in vitro digestion, simulating the oral,
gastric and intestinal phases, according to the international consensus method described by
Minekus et al. (2014). The simulated salivary fluid (SSF), simulated gastric fluid (SGF) and
simulated intestinal fluid (SIF) were prepared according to the same authors and were pre-
incubated at 37 °C in a water bath (De Leo, Model MHD, Porto Alegre, Brazil) for 30 min.

To simulate the oral phase, Y-NP and Y-NE samples (10 mL) were mixed with 7 mL of
pre-warmed SSF stock solution, and the pH of the mixture was adjusted to 7.0 £ 0.1 using 1M
HCI or NaOH. Then, 1 mL of a-amylase solution at 1500 U mL* (prepared in SSF) was added,
followed by 50 pL of CaCl. (0.3 M) and 1.950 mL of Milli- Q water, and the oral bolus was
stirred in a water bath (Novatecnica, model NT 232, S&o Paulo, Brazil) at 37 °C for 2 min. To
simulate the gastric phase, 15 mL of pre-warmed SGF was added to the digested mixture, and
the pH was adjusted to 3.0 + 0.1. Then, 3.2 mL of pepsin solution at 25000 U mL"* (prepared
in SGF), 10 pL of CaCl, and 1.39 mL of Milli- Q water were added, and the chyme was stirred
at 37 °C for 2 h. After the gastric digestion, to simulate the intestinal phase, 22 mL of pre-
warmed SIF was added, and the pH was adjusted to 7.0 £ 0.1. Then, 10 mL of pancreatin
solution at 800 U mL* (prepared in SIF), 5 mL of bile solution (160 mM), 80 pL of CaCl, and
2.32 mL of Milli-Q water were added, and the mixture was maintained under stirring at 37 °C
for 2 h. At the end of each digestion phase, the samples were cooled in an ice bath to stop

enzyme activity.
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2.4.10 Zeaxanthin bioaccessibility after in vitro digestion

The zeaxanthin bioaccessibility of Zea-NP and Zea-NE in yogurt matrix after the digestion
was determined according to Verkempinck et al. (2018) with modifications. The digesta at the
end of the intestinal phase was taken and centrifugated (6000 g, 4 °C, 5 min) (HITACHI, model
CR21GlIl, Ibaraki, Japan). The supernatant corresponding to the micellar fraction was collected
and mixed with NaCl (0.5 g) and 10 mL of the extraction solution composed by hexane, acetone
and ethanol (2:1:1 v/v). The mixture was vortexed during 1 min and centrifugated (6000 g, 4 °C,
5 min) for phase separation and zeaxanthin extraction. The supernatant was collected, dried in
N2 and stored at — 18 °C until quantification in HPLC, using the same parameters described in
section 2.4.6.

This experiment was carried out in triplicate, and the bioaccessibility of carotenoid was
calculated as the ratio of zeaxanthin concentration in the micellar phase in relation to the initial

concentration in the yogurt sample.

2.5 Statistical analysis

The results were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test at
0.05 significance level, using the software STATISTICA® 10.0 (StatSoft, United States).

3 Results and discussion

3.1 pH, titratable acidity and syneresis

The initial pH of yogurt samples (Fig 1a) was 5.54 + 0.02 for CY, 5.52 + 0.02 for Y-NP
and 5.52 = 0.01 for Y-NE. All yogurt samples demonstrated a decrease in pH values after the
first week, that remained stable until the end of storage period. According, the acidity (Fig. 1b)
increased after the first day of storage time. This decrease in pH and consequently increase in
acidity is resulting from the lactose transformation into lactic acid, due to the increase in
bacterial metabolic activity (Baba et al., 2018; Ghorbanzade et al., 2017). Similar findings were
reported by Ghorbanzade et al. (2017), who developed yogurts with fish oil nano-liposomes
and Tan et al. (2018), who produced yogurts with tocotrienols microcapsules.

On days 21 and 28, the CY and Y-NE showed lower pH values than Y-NP, and CY

presented higher values for % of lactic acid. These results indicated that the yogurts with
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zeaxanthin presented lower acidity than the CY at the end of the storage time, due to the

protection exerted by the carotenoid, extending the shelf life.
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Fig. 1 pH (a), titratable acidity (b) and syneresis (c) of control yogurt (CY), yogurt added of
nanoparticles (Y-NP) and yogurt added of nanoemulsion (Y-NE) during 28 days of storage at
4°C.

The bars with different lowercase letters differ significantly due to storage time for the CY, Y-NP, and
Y-NE (p < 0.05); the bars with different uppercase letters differ significantly between CY, Y-NP and
Y-NE on each day of storage.

The % of syneresis was higher in Y-NP and Y-NE than in CY (Fig. 1c) over the storage
time. These result can be attributed to the lower water content in CY, which decreased the whey
separation.

However, Y-NP showed lower whey separation than Y-NE, indicating that the cactus
mucilage present in nanoparticles formulation was capable to retain more water, decreasing the
extent of syneresis. The negative charges of anionic polysaccharides, like cactus mucilage may
interact with the positive charges of casein micelles, strenghtening the casein network and
reducing syneresis (Everett & McLeod, 2005). Baba et al. (2018), also observed an increase of
8.2 % and 6.4 % in syneresis in yogurts with flaxseed oil and walnut oil, respectively. The same

authors reported that the incorporation of guar gum (0.025 %) significantly decreased syneresis.
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A decrease in syneresis was observed in all the yogurt samples after the first week of
storage. Similar behaviour was observed by Ghorbanzade et al. (2017), who found lower whey
separation in the last week of storage for the control yogurt, yogurt with fish oil nanoliposomes
and yogurt with free fish oil. This result can be explained by the decrease in pH during the
storage period, that caused a contraction on the casein matrix, decreasing the serum release.
Moreover, the increase in viscosity has significant effect on yogurt firmness, which may also
promote a decrease in syneresis (Ghorbanzade et al. 2017).

Despite these changes, there are not visual differences in whey separation between the
samples during storage time, which is an advantage, considering that lack of visual perception
of whey separation is fundamental to determine the quality and consumer acceptance of yogurts
(W. J. Lee, Lucey, J.A., 2010).

3.2 Color measurements

The color changes of CY, Y-NP, and Y-NE are illustrated in Fig.2. Regarding L values, a
decrease was observed on day 7, remaining stable until day 21, followed by an increase on day
28. However, these changes occured in all the samples, indicating that the addition of Zea-NP
in yogurt did not influenced on this parameter. The slightly decrease in L values can be
relationed with the casein present in the milk. The protein interacts with proteases of the
bacterial culture, and the proteolysis reaction can reduce the L intensity over storage (Aryana,
Barnes, Emmick, McGrew, & Moser, 2006). At the end of storage, increase in lightness
indicates that was less carotenoid in suspension in Y-NP and Y-NE. Moreover, fat globules and
casein micelles contribute to the white appearance due to their capacity to scatter light, which
also can explain the increase in L values at the end of the storage period (Tan et al., 2018).

All the yogurts demonstrated a decrease in the yellowness and increase in redness over
storage, and Y-NP and Y-NE presented higher intensity in color b* than CY, due to the
zeaxanthin color. Additionally, acidity changes during storage can contribute to carotenoids
release to yogurt matrix, which also may have increased a* values (Estrada, Boeneke C Fau -
Bechtel, Bechtel P Fau - Sathivel, & Sathivel, 2011). Considering the coloring capacity of
zeaxanthin, the nanoparticles can be incorporated as a natural dye in yogurt.
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Fig. 2 Color parameters of CY, Y-NE, and Y-NP during 28 days of storage at 4 °C. (a) L values
(lightness), (b) a* (red-green intensity), (c) b* (yellow-blue intensity).

The bars with different lowercase letters differ significantly due to storage time for the CY, Y-NP, and
Y-NE (p < 0.05); the bars with different uppercase letters differ significantly between CY, Y-NP and
Y-NE on each day of storage.

3.3 Texture analyses

The CY showed high firmness and consistency than Y-NP and Y-NE (Table 1). The
addition of Zea-NP and Zea-NE in yogurt promoted a decrease in firmness and consistency due
to the water content and zeaxanthin extract present in the nanoparticles and nanoemulsion
formulation. Andino (2011) also observed a decrease in firmness in yogurts fortified with -3
microcapsules.

An increase in these parameters over storage time was observed for all the samples, and
may be attributed to the decrease in whey separation, resulting from the rearrangement of the
yogurt structure during storage (Tan et al., 2018). In this study, as discussed previously in
section 3.1, the extent of syneresis decreased over storage time, which may have contributed to

the increase in firmness and consistency.
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Table 1. Texture parameters for control yogurt (CY), yogurt with nanoparticles (Y-NP) and
yogurt with nanoemulsion (Y-NE), during 28 days of storage at 4 °C.

Storage

Parameters time (days) CYy Y-NP Y-NE
Firmness (g) 0 96.29 + 5.944 38.83 £ 0.35° 37.58 £ 0.99®
7 105.92 £ 6.13%A 4974 +£2.99°8 44,91 + 3.45>B
14 112.80 £ 0.41>A  50.56 + 2.11"8 46.43 + 2,918
21 128.06 + 5.21%A 58.75 + 3.76% 52.16 + 2.94%8
28 132.15 + 4.47%4 61.32 + 1.33% 61.81 + 4.38%
Consistency (g.s) 0 142.26 +10.81  68.95+ 0.97°@ 70.20 + 0.29%
7 168.72 £5.11"*  87.51+4.35®8  80.38 +5.17>B
14 129.05 + 6.91°A  78.63 £5.15"B 71,53 + 2,79«
21 187.30 + 5.31% 94.61+3.38%  86.72 + 3.03%"
28 180.10 + 10.91%A  91.49 + 2,998 93.79 £ 5.13%

The results are represented as the means * standard deviation (n=3).
Values within each line with the same uppercase letter and values within each column with the same lowercase
are not significantly different (p > 0.05).

3.4 Viscosity

The viscosity of yogurts is dependent of starter inoculation and its concentration, handling,
and storage (Robertson et al., 2016). The developed yogurts showed non-Newtonian behavior
and the addition of Zea-NP and Zea-NE signifficantly reduced the viscosity (Fig. 3).
Considering that the nanoparticles and nanoemulsion were incorporated under stirring, the
increase in shear stress may have caused a decrease in viscosity of Y-NP and Y-NE. This result
corroborates with those obtained by Mohammadi-Gouraji et al. (2018), who observed an
decrease in viscosity of yogurts containing phycocyanin extract.

However, the viscosity of CY and Y-NE yogurt increased over storage and decrease on
day 28, while the Y-NP presented an increase in viscosity after the first day of storage, that
remained constantly until the end of storage period. This results corroborate with the findings
reported by Robertson et al. (2016), who developed yogurt containing lipid extract from
microalga and observed that the control yogurt presented a decrease in viscosity at the end of

storage time, while yogurt with 0.5 % of microalga extract presented an increase on day 28.
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The viscosity depends on the gel structure of the yogurt matrix, that can be rearranged
throughout storage (Tan et al., 2018), which can explain the higher viscosity of yogurt samples.
Furthermore, the increase in viscosity may prevent damages in the structure and texture of the
yogurt matrix. In this way, the Zea-NP addition in yogurt promoted better viscosity behavior
than Zea-NE, due to its ability to maintain viscosity throughout storage, suggesting a promising

application in food.
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Fig. 3 Viscosity (Pa.s-1) of CY, Y-NE, and Y-NP during 28 days of storage at 4 °C.

The bars with different lowercase letters differ significantly due to storage time for the CY, Y-NP, and

Y-NE (p < 0.05); the bars with different uppercase letters differ significantly between CY, Y-NP and
Y-NE on each day of storage.

3.5 Zeaxanthin retention

The zeaxanthin retention (%) in yogurt samples decreased over 28 days of storage (Fig. 4).
However, Y-NP showed higher carotenoid retention than Y-NE in all days of storage, and at
the end of the four-week storage, the zeaxanthin retention in Y-NP was 22.31 % and 16.84 %
in Y-NE. These results are in accordance with Ghorbanzade et al. (2017), who studied the
stability of free fish oil and nanoencapsulated fish oil in yogurt and verified that the yogurt with
nanoencapsulated fish oil had higher retention of CO-3 fatty acids. Tan et al. (2018), applied
tocotrienol microcapsules in yogurt and compared its stability with tocotrienol in bulk oil, and

observed that the microencapsulated compound was more stable during four-week storage.
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De Campo et al. (2018) studied Zea-NP stability under different temperatures (4, 25 and
40 °C) for 28 days, and observed that at 4 °C, Zea-NP showed high carotenoid stability and its
physicochemical properties did not change during storage, which indicated its high potential to
be applied in food stored at this temperature.

From the results of this study it was possible to observe that Zea-NP maintained its capacity
to protect zeaxanthin from degradation when applied in yogurt during storage at 4 °C in the
presence of light. Thus, Zea-NP is a promising alternative to allow the incorporation of

zeaxanthin in yogurt and maintain higher carotenoid concentration during storage, enhancing
its nutritional value.
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Fig 4. Zeaxanthin retention (%) in Y-NP and Y-NE during 28 days of storage at 4 °C.
The bars with different lowercase letters differ significantly due to storage time for the CY, Y-NP, and

Y-NE (p < 0.05); the bars with different uppercase letters differ significantly between CY, Y-NP and
Y-NE on each day of storage.

3.6 Yogurt morphology

The morphology of CY, Y-NP and Y-NE was shown in Fig. 5a, 5b and 5c, respectively.
As can be observed, the TEM analysis confirmed the presence of Zea-NP and Zea-NE in yogurt
samples.

Yogurt generally presents dense protein aggregates, generated by the collisions and
shearing during the mixing process (W. J. Lee & Lucey, 2006), where fat globules merge with
casein into large aggregates. The dark areas observed in TEM image of CY correspond to the
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protein structure of yogurt and the small size structures observed in yogurt samples are related
to fat globules, that are characteristic of dairy products, like yogurt (Tamime, Hassan,
Farnworth & Toba, 2007).

Andino (2011), microencapsulated fish oil with gum arabic and maltodextrin as wall
material, applied the obtained microcapsules in yogurt and subsequently verified the presence
of microparticles. The TEM images revealed the presence of dark areas in yogurt, fat globules

and the microparticles were also visualized in yogurt matrix, like the results found in this study.

Fig. 5 TEM images of CY (a), Y-NP (b) and Y-NE (c) at 13500 x (a) and 26500 x (b,c)
magnification [bar 500 nm (Fig 5a) and 200 nm (Fig 5b and 5c)].

As can be observed, the Zea-NP presented well defined spherical form and homogeneous
structure even incorporated in yogurt matrix. Moreover, the estimated particle size was close to
200 nm, evidencing that Zea-NP can be incorporated in yogurt, without affecting its mean
diameter. For Zea-NE, the TEM images showed a heterogeneous distribution in yogurt matrix

and some agglomerations with yogurt constituents.

3.7 Sensory analyses

The scores obtained from sensory analyses are shown in Fig. 6. The addition of Zea-NP
did not affected the appearance, color, flavor, consistency and texture. For taste, aftertaste and
overall acceptability of Y-NP were given notes “neither liked nor disliked”, which is considered
a satisfactory evaluation, considering that is the first time that Zea-NP is added in a food matrix,
and if some healthy foods, generally are poor in taste. Furthermore, there is no difference for
Y-NP and Y-NE regarding these attributes.

Habibi, Keramat, Hojjatoleslamy, & Tamjidi (2017), prepared fish oil microcapsules and

used them in pomenagrate juice fortification and related that the addition of microcapsules
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resulted in decrease of overall acceptability regarding odor and flavor. Similarly, Baba et al.
(2018), developed yogurts fortified with walnut and flaxseed oil emulsions in guar gum, and
observed that the addition of these oils reduced color, appearance, thickness, flavor, taste and
overall acceptability of yogurt samples.

The optimization of Y-NP is feasible to improve the taste and aftertaste, and an alternative
for this purpose is the drying of Zea-NP by spray dryer. llyasoglu & El (2014) developed freeze-
dried nanoparticles of EPA + DHA and applied in fruit juice and observed that the juices

containing different concentrations of nanoparticles showed good sensory acceptance.

Sensory analysis

Apg)eamnce

Overall acceptability 5" Color
Flavor

Aftertaste

Taste Consistency

Texture

—_—CY Y-NP =—Y-NE

Fig. 6 Sensory analyses scores for appearance, color, flavor, consistency, texture, taste,
aftertaste and overall acceptability of CY, Y-NP and Y-NE.

3.8 Zeaxanthin bioaccessibility after in vitro digestion

The zeaxanthin concentration incorporated into the micellar phase was 1.33 + 0.03 and
1.67 £ 0.09 pug/mL for Y-NP and Y-NE, respectively, and bioaccessibility after in vitro
digestion was 3.66 = 0.07 % for Y-NP and 4.46 £ 0.25 % for Y-NE. According to the results, at
the end of the digestion, zeaxanthin concentration into micelles and bioaccessibility was
significantly higher in Y-NE than in Y-NP. Similar findings were reported by Donhowe, Flores,
Kerr, Wicker, & Kong (2014) who evaluated the influence of microencapsulation on the in vitro
release of [B-carotene. The authors reported that microencapsulated p-carotene showed
significantly lower bioaccessibility than free B-carotene and attributed this result to the soluble
fibers present in gelatin (utilized as wall material in microencapsulation) which formed bonds

with bile salts, reducing the carotenoid release and micelle formation.
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The lower zeaxanthin concentration and bioaccessibility in Y-NP suggest that cactus
mucilage was not totally hidrolyzed by the enzymes over the digestion process. The lowest
amount of zeaxanthin from Y-NP incorporated into micelles, suggest that cactus mucilage,
utilized as structuring material in nanoparticles obtention, was resistant to changes in pH and
enzymatic degradation, which occurs in the digestion and may have promoted a controlled
release of zeaxanthin. Similar findings were obtained by Timilsena, Adhikari, Barrow, &
Adhikari (2017), for chia seed oil microencapsulated in chia seed mucilage-chia protein
complex coacervates. The authors related that lowest amount of chia oil was released from the
microcapsules with chia mucilage and chia protein as wall material than from the
unencapsulated chia oil and microcapsules with chia protein as wall material.

According to Zhang et al. (2016), dietary fibers are digested by bacteria in the colon and
not in the upper gastrointestinal tract. Thus, dietary fibers present in cactus mucilage can
contribute to decreasing the bioaccessibility after digestion. Amyoony (2013), studied the
bioaccessibility of free B-carotene and -carotene emulsions with guar gum and concluded that
the emulsions with guar gum retarded the diffusion, decreasing lipolysis and bioaccessibility.
Gomez-Mascaraque, Perez-Masia, Gonzalez-Barrio, Periago, & LoOpez-Rubio (2017),
evaluated the micellar phase after in vitro digestion of p-carotene microcapsules and obtained
lower carotenoid bioaccessibility (0.03 — 0.05 %) than those found in this study.

Several factors can influence the effectiveness of carotenoids micellarization in the
intestinal phase, including physicochemical properties, composition and interaction with other
compounds of food matrix, such as proteins, lipids and fibers (Xavier, Carvajal-Lérida, Garrido-
Fernandez, & Pérez-Gélvez, 2018), which can affect the digestion behavior and reduce the
carotenoids release from food, and consequently, its bioaccessibility (Donhowe et al., 2014).

As carotenoids are hydrophobic compounds, its dispersion in an oil phase is necessary. The
chain length and saturation degree of fatty acids can influence on its incorporation into micelles,
which impact on bioaccessibility (Gomez-Mascaraque et al., 2017). In addition, the wall
material utilized in encapsulation also have influence on bioaccessibility (Comunian et al.,
2017; Lin, Liang, Williams, & Zhong, 2018).

Donhowe et al. (2014) evaluated the bioaccessibility of microencapsulated and free f-
carotene in yogurt and pudding. The authors reported that the incorporation of
microencapsulated and free B-carotene into micelles was lower in yogurt (0.8 and 5.5 %) than
in pudding (13.1 and 17 %), which implies that food matrix significantly influenced on decrease

the carotenoid content in micellar phase.
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Soluble proteins can decrease carotenoid incorporation in oil, decreasing release from the
food matrix (Rich et al., 2003). In this study, the high soluble proteins content in yogurt,
attributed to the proteins present in milk and skim powdered milk, may have formed bonds with
bile salts during in vitro digestion, what makes difficult the carotenoid transference to the oil
phase and micelle formation, decreasing bioaccessibility.

Roman, Burri Bj Fau - Singh, & Singh (2012), incorporated B-carotene microcapsules in
almond butter and determined the B-carotene incorporation into micelles after release. The

obtained result was lower than those obtained in this study (0.35 + 0.1 %).

4 Conclusion

The results from this study demonstrated that nanoparticles addition in yogurt matrix
decresed pH and increased acidity at the end of storage time. Moreover, Zea-NP incorporation
in yogurt decreased texture and viscosity and increased syneresis, when compared to the CY.
However, these modifications are not visually perceived during storage and in sensory analysis.
Furthermore, the high zeaxanthin retention in Y-NP is indicative of nanoparticles efficiency to
protect the carotenoid from degradation and guarantee its stability during storage time, when
incorporated in yogurt matrix. Despite the lower bioaccessibility of zeaxanthin in Y-NP in
comparison with Y-NE, the use of Zea-NP still present advantages, due to the greater stability
conferred to the carotenoid. Moreover, the zeaxanthin bioaccessibility in Y-NP suggest that
Zea-NP promoted a controlled release of the carotenoid in yogurt.

The results from this study could be useful to the development of enriched food with
nanoparticles. However, further studies are required to improve the taste and aftertaste of Y-

NP, to increase its acceptability.
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CAPITULO 6- DISCUSSAO GERAL

Acidos graxos poli-insaturados e compostos bioativos tém sido cada vez mais explorados
devido aos beneficios que conferem a salde humana. Esses compostos sdo conhecidos por
possuir atividade antioxidante e reduzir o risco de doencas cardiovasculares e alguns tipos de
cancer, atuando na manutencdo da saude. Devido a isso, a busca por alimentos ricos nesses
compostos tem aumentado significativamente.

Porém, a incorporagdo destes compostos em alimentos possui alguns fatores limitantes,
visto que devido as caracteristicas de sua prépria natureza, apresentam sensibilidade a
degradacdo/oxidacdo quando expostos a luz, calor e oxigénio, aléem de sua maioria ser
insolivel ou pouco soldvel em agua, o que muitas vezes inviabiliza sua
incorporagéo/dispersdo em alimentos.

Sendo assim, novas tecnologias devem ser empregadas e investigadas a fim de solucionar
ou minimizar tais limitaces. Nesse contexto, a nanotecnologia tem sido explorada como uma
alternativa para aumentar a estabilidade de compostos bioativos frente ao processamento e
armazenamento de alimentos, a fim de possibilitar o enriquecimento de produtos alimenticios,
aumentando o seu valor agregado. Além disso, outra vantagem do nanoencapsulamento é de
que a tecnologia pode conferir liberacdo controlada de compostos bioativos no trato
gastrointestinal.

No intuito de oferecer produtos mais naturais e mais seguros para 0s consumidores,
estudos recentes demonstraram que 0s polimeros sintéticos comumente utilizados no
nanoencapsulamento tém sido substituidos por polimeros naturais. Dentre esses, as
mucilagens se destacam por serem polissacarideos encontrados na natureza, em sua maioria
de facil obtencéo e baixo custo. Além disso, por serem biopolimeros naturais, ndo apresentam
riscos para a saude humana. Alguns estudos ja relataram o uso da mucilagem da chia e da
mucilagem de cladddio de cacto como material de parede no microencapsulamento (Timilsena
et al., 2016; Bustamante et al., 2017; Otalora et al., 2015). No entanto, até entdo ndo haviam
estudos que relatassem seu uso no nanoencapsulamento, o que justifica o objetivo principal
deste trabalho.

Nesse sentido, a fim de explorar o uso de mucilagens como material estruturante e avaliar
sua eficacia no nanoencapsulamento de 6leos e carotenoides, nanoparticulas de 6leo de chia e
nanoparticulas de zeaxantina foram obtidas utilizando mucilagem de chia e mucilagem do

cladodio de cacto (Opuntia monacantha) como material estruturante, respectivamente.
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A influéncia de diferentes concentragdes do Oleo e da mucilagem de chia foram
investigadas em testes preliminares e as concentra¢fes de mucilagem de cacto e 6leo de chia
através de planejamento experimental, no intuito de definir a melhor proporcdo entre os
constituintes das nanoparticulas, a fim de formar um sistema nanomeétrico estavel e com a
proporcao ideal entre material de parede e composto encapsulado.

A partir dos estudos realizados, verificou-se que ambas as nanoparticulas desenvolvidas
apresentaram tamanho de particula na escala nanométrica, com distribuicdo homogénea, que
foi confirmada pelo valor de span e microscopia eletronica de transmissdo, onde foi possivel
visualizar o formato esférico e auséncia de agregacao entre as particulas em suspensao. Além
disso, as nanoparticulas apresentaram comportamento Newtoniano e alta eficiéncia de
encapsulacdo, carateristicas positivas para aplicacdo tecnoldgica. As analises térmicas
indicaram que as nanoparticulas apresentaram resisténcia térmica em torno de 300 °C e a
interacdo entre a mucilagem e o composto encapsulado foi evidenciada pela analise de FT-IR
em ambos os estudos. Esses resultados sugerem que as mucilagens utilizadas nesse estudo
foram capazes de formar sistemas nanométricos com caracteristicas satisfatdrias, conferindo
potencial para as nanoparticulas serem aplicadas em alimentos. Sendo assim, as mucilagens
estudadas podem ser utilizadas para substituir polimeros sintéticos.

Além disso, os sistemas nanomeétricos obtidos foram eficazes em proteger 0s compostos
contra a degradacdo durante o armazenamento, conforme comprovado atraves das analises de
estabilidade. Para as nanoparticulas de 6leo de chia, apds 28 dias de armazenamento em
condicgdes aceleradas, foi verificado que o valor de span e potencial zeta ndo se alteraram,
enquanto que o diametro da particula apresentou um aumento somente ao final do periodo de
armazenamento. Apesar de ter ocorrido diminui¢do do pH ao longo do armazenamento, as
nanoparticulas apresentaram maior estabilidade do que a emulsdo. A estabilidade ficou
evidenciada pelo maior contetdo de acidos graxos presente nas nanoparticulas durante os 28
dias de armazenamento em condicdes aceleradas (40 °C). Desta maneira, a mucilagem da chia
exerceu efeito protetor sobre o 6leo de chia, diminuindo sua oxidacéo, o que indica seu potencial
uso no nanoencapsulamento.

Quanto a estabilidade das nanoparticulas de zeaxantina em diferentes temperaturas, foi
observado que nas temperaturas de 25 e 40 °C, houve um aumento no diametro apds o primeiro
dia de armazenamento, que permaneceu inalterado até o fim do periodo. Ja o valor de span, pH
e parametros de cor permaneceram constantes ao longo dos 28 dias para as nanoparticulas,
porém para a nanoemulsao foram observadas alteracfes, o que indica que o carotenoide ficou

mais suscetivel aos efeitos da luz, calor e oxigénio. Além disso, os resultados também
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demonstraram que as nanoparticulas apresentaram maior retencdo de zeaxantina do que a
nanoemulsdo nas diferentes temperaturas de armazenamento avaliadas. Ainda, na temperatura
de 4 °C a retencdo do carotenoide foi maior e ndo houve modificacdo no diametro das
nanoparticulas. Assim, estes resultados estdo relacionados ao efeito protetor da mucilagem de
cacto, que protegeu o carotenoide ao longo do armazenamento, diminuindo sua degradacéo em
diferentes temperaturas.

No intuito de avaliar o comportamento das nanoparticulas quando incorporadas a uma
matriz alimentar e considerando o potencial de aplicacdo da zeaxantina em alimentos, por ser
um carotenoide que auxilia na redugdo do risco de desenvolvimento de doencas oculares e
possui cor alaranjada intensa, podendo atuar também como corante natural, as nanoparticulas
de zeaxantina foram selecionadas para aplicacdo em um alimento rico em agua. Sendo assim,
o0 iogurte foi a matriz alimenticia escolhida para aplicacdo, por ser um produto que geralmente
é bem aceito e amplamente consumido por pessoas de diferentes idades. Nesse contexto, trés
formulacGes de iogurte foram desenvolvidas: iogurte controle (CY), iogurte com adicdo de
nanoparticulas (Y-NP) e iogurte com adi¢do de nanoemulsao (Y-NE).

A partir das analises fisico-quimicas, os resultados demonstraram que a adicdo de
nanoparticulas no iogurte resultou em um aumento da sinérese e diminuigdo da viscosidade,
porém tais alteracGes ndo forem perceptiveis sensorialmente, conforme os dados obtidos na
analise sensorial, que demonstrou que ndo houve diferenca entre as amostras em relacdo aos
parametros aparéncia, cor, aroma, consisténcia e textura. No entanto, em relacdo aos atributos
sabor, sabor residual e aceitacdo global Y-NP e Y-NE receberam notas como “gostei
levemente”. Quanto a retencdo de zeaxantina, Y-NP apresentou maior concentracdo do
carotenoide ao longo do armazenamento. Em relacdo a bioacessibilidade da zeaxantina apés a
digestdo in vitro, verificou-se que Y-NP apresentou menores valores do que Y-NE, o que indica
que as nanoparticulas possivelmente promoveram uma liberacdo controlada do composto.

A partir deste estudo foi possivel perceber que a adi¢do das nanoparticulas ndo causou
alteragBes visuais no iogurte, e além disso conferiram uma maior prote¢do ao carotenoide
zeaxantina ao longo dos 28 dias de armazenamento. Desta maneira, apesar da bioacessibilidade
do carotenoide ter sido menor em Y-NP, a incorporagédo de Zea-NP em alimentos ainda
apresenta vantagem por conferir maior protecdo ao composto encapsulado, 0 que garante maior

vida util.
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CAPITULO 7 - CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que tanto a mucilagem de chia (Salvia
hispanica L.) como a mucilagem do cladddio de cacto (Opuntia monacantha), representam
grande potencial para substituir polimeros sintéticos no nanoencapsulamento. A eficacia das
mucilagens como material estruturante foi comprovada, devido as caracteristicas satisfatorias
obtidas na caracterizacdo das nanoparticulas, como tamanho nanométrico, alta eficiéncia de
encapsulacdo e maior estabilidade frente a fatores externos como luz, oxigénio e temperatura.
Tais resultados indicam que as mucilagens estudadas sdo capazes de proteger Oleos e
carotenoides contra degradacdo e oxidacdo, o que proporciona aumento de sua vida Util.

Além disso, através do nanoencapsulamento, foi possivel aplicar um composto hidrofobico
em uma matriz alimenticia rica em agua (iogurte), o que comprova a aplicacéo tecnoldgica das
nanoparticulas de zeaxantina. Entretanto, a fim de melhorar os atributos sensoriais e diminuir a
influéncia nas propriedades de textura e viscosidade, sugere-se a secagem das nanoparticulas
por spray-dryer. Além disso, novos ensaios da digestao in vitro devem ser realizados, a fim de
averiguar com maior clareza o seu comportamento no trato gastrointestinal e de determinar se
as nanoparticulas fornecem liberacdo controlada ao composto em todas as etapas da digestao.

De um modo geral, conforme os resultados obtidos, evidenciou-se que a
nanoencapsulamento utilizando mucilagens como material estruturante representa potencial
para proteger compostos suscetiveis a degradacdo, além de viabilizar a incorporacdo de
compostos insollveis em agua em alimentos. Além disso, através do nanoencapsulamento com
polimeros naturais, € possivel expandir a aplicacdo tecnoldgica desses compostos e aumentar

sua gama de aplicacdo em diferentes alimentos.
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CAPITULO 8 - PERSPECTIVAS FUTURAS
Como perspectivas futuras podemos considerar:

e Aplicacdo das nanoparticulas de 6leo de chia em alimentos;

e Secagem das nanoparticulas de 6leo de chia e zeaxantina por spray-dryer, a fim
de verificar suas caracteristicas;

e Aplicagdo das nanoparticulas secas por spray-dryer em outros tipos de alimentos;

e Avaliacdo da liberacdo das nanoparticulas em todas as etapas da digestdo e em
tempos pré-determinados;

e Avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas in vivo, através do uso do nematoide
C.elegans;

e Auvaliacdo do comportamento das nanoparticulas quando aplicadas em alimentos
que passardo por processos, simulando as condi¢des da industria.
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